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1 Einleitung 
 
1.1 Die Kälteschock-Proteine und das humane Y-box Protein-1  
Das Y-box Protein-1 (YB-1) gehört zur Familie der Kälteschock-Proteine. Diese 
Proteinfamilie zeichnet sich durch eine etwa 80 Aminosäuren lange Domäne 
aus, die als cold shock-Domäne (CSD) bezeichnet wird. Zwischen der 
Nukleotidsequenz des major cold shock-Proteins CS7.4 in E. coli und den 
Kälteschock-Proteinen in Vertebraten besteht eine Homologie von über 70 % ; 
auf Proteinebene beträgt die Homologie 44 % (Tafuri et al.,1990; Wistow, 1990; 
Goldstein et al., 1990; Schindelin et al.; 1993; Schnuchel et al., 1993). 
Bei exponentiell wachsenden Bakterien beobachtet man beim Herunterkühlen 
der Umgebungstemperatur von 37 °C auf 10 °C eine gesteigerte Expression 
des cold shock-Proteins CS7.4. Nachdem in den ersten 4 bis 5 Stunden nach 
Temperaturabfall zunächst die Transkription und Translation reduziert sind, 
koordiniert CS7.4 schließlich den Übergang in die Wachstumsphase durch 
Transaktivierung von 10-15 verschiedenen Zielgenen (Jones et al., 1987). 
 
1.2 Struktureller Aufbau von YB-1 
Die hochgradig konservierte cold shock-Domäne als zentrales Strukturmotiv 
innerhalb der YB-1-Sequenz  vermittelt die DNA-Bindung des Proteins.  
Der N-Terminus von YB-1 ist reich an den Aminosäuren Alanin und Prolin. 
Neben seiner Funktion als trans-Aktivierungsdomäne bei der Transkription 
wurde ferner eine Interaktion mit  Aktinfilamenten des Zytoskelettes 
nachgewiesen, über welche die zytoplasmatische Lokalisation von YB-1 
kontrolliert wird (Ruzanov et al., 1999). Über die als charged zipper-
bezeichneten Domäne im C-Terminus wird die Homomultimerisierung des 
Proteins gesteuert (Izumi et al., 2001). Des Weiteren beeinflusst sie die DNA-
Bindungsspezifität (Ladomery et al., 1994) und ist für die Interaktion mit 
anderen Proteinen verantwortlich (Ozer et al., 1990; Tafuri et al., 1992). Ferner 
sind innerhalb der C-terminalen Region Phosphorylierungsstellen für die 
Kaseinkinase II lokalisiert.  
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In vivo konnte eine starke Phosphorylierung von YB-1 nachgewiesen werden, 
die die Interaktionen mit anderen Proteinen beeinflusst (Skabkin et al., 2001). 
 
 
 
Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der YB-1-Strukturdomänen.  
YB-1 weist eine cold shock-Domäne (CSD) mit zwei RNA-Erkennungsmotiven auf. 
Flankiert wird diese im N-Terminus von einer Alanin- und Prolin-reichen Region und im 
C-Terminus von einer als charged zipper bezeichneten Domäne, innerhalb derer 
basische (---) mit sauren (+++) Proteinanteilen alternieren. 
  
1.3 YB-1 als DNA- und RNA-bindendes Protein 
Zunächst wurde YB-1 als ein an die sogenannte Y-box im Promotorbereich des 
MHC ІІ-Gens (major histocompatibility complex ІІ-Gen) bindendes Protein 
entdeckt, das dessen Transkription reprimiert (Didier et al., 1988). Die Y-box, 
auch als inverse CCAAT-Sequenz bezeichnet, wurde anfangs als minimales 
Bindungsmotiv für YB-1 angenommen (Tafuri et al.,  1990). Weiterführende 
Studien zeigten für YB-1 jedoch ein sehr komplexes Bindungsverhalten: 
Die CCAAT-Box stellt ein präferenzielles, aber kein hinreichendes oder 
minimales Bindungsmotiv für YB-1 dar, denn auch die ihr benachbarten 
Sequenzen  bestimmen die Bindungsaffinität ganz wesentlich mit. 
3’-TAACC-5’ 
│││││ 
5’-ATTGG-3’ 
Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der inversen CCAAT-Box 
Das Bindungsverhalten von YB-1 wird darüber hinaus durch die DNA-
Sekundärstruktur beeinflusst. Berechnungen der Tertiärstruktur des bakteriellen 
CspB-Bindungsmotives durch Schindelin et al. (1994) ergaben eine stem loop-
Struktur der DNA. Bei dieser DNA-Struktur bilden die Basen des gleichen 
8
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Strangs Wasserstoffbrückenbindungen (stems) aus, die dazwischenliegende 
Sequenz formiert sich zu einer verbindenden Schleife (loop). Für YB-1 konnte 
gezeigt werden, dass es solche einzelsträngigen DNA-Abschnitte induzieren 
und stabilisieren kann (MacDonald et al., 1995; Norman et al., 2001; Schindelin 
et al., 1994).  
Eine derartige durch YB-1 induzierte Konformationsänderung der DNA  
erleichtert die Bindung von anderen Transkriptionsfaktoren, wie am Beispiel der 
transkriptionellen Regulation des MMP-2-Gens gezeigt wurde (Mertens et al., 
1998).  
Neben der Bindung von YB-1 an doppelsträngige DNA wurde gezeigt, dass YB-
1 einzelsträngige und Cisplatin-modifizierte DNA bindet (Izumi et al., 2001; Ise 
et al., 1999). YB-1 vermag zellspezifisch Gene zu trans-aktivieren oder zu 
reprimieren, wie es z.B. für das GM-CSF (granulocyte-macrophage colony 
stimulating factor)-Gen gezeigt wurde (Coles et al., 1996; Diamond et al., 2001). 
Zielgene von YB-1 werden vor allem im Rahmen von gesteigerter 
Zellproliferation sowie Entzündungs- und Stressreaktionen hochreguliert. In der 
nachfolgenden Tabelle sind einige von YB-1 regulierte Gene zusammengefasst. 
 
 Zielgen Regulation Referenz 
EGFR  
HER-2  
(Wu et al., 2006) 
(Wu et al., 2006) 
PDGF-B  (Stenina et al., 2000) 
CC chemokine ligand-
5 (CCL5) 
 (Krohn et al., 2007) 
VEGF  (Coles et al., 2002) 
RANTES  (Krohn et al., 2007) 
Thyrosin-Phosphatase 
1B (PTP1B) 
  (Fukada et al., 2003)  
Wachstumsfaktor-
rezeptor 
 (Yan et al., 1991) 
GM-CSF  (Diamond et al., 2001) 
Zytokine,Chemokine 
und  
Rezeptoren 
 
 
Thyrotropinrezeptor  (Ohmori et al., 1996) 
Gelatinase A    (Mertens et al., 1997) 
Kollagen Typ I (1)  (Norman et al., 2001) 
Matrixproteine und 
Matrix- degradierende 
Proteine  
Kollagen Typ I (2)  (Higashi et al.,  2003; Dooley 
 et al., 2006) 
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 Matrix 
Metalloproteinase 13 
(MMP-13) 
 (Samuel et al., 2007) 
 Matrix 
Metalloproteinase 2 
 (Matsumoto et al., 2005) 
 Prokollagen Typ 1      (Dhalla et al., 1998) 
Antigenpräsentation HLA-Klasse I  (Didier et al., 1988) 
DNA-Polymerase-  (En-Nia et al., 2005) 
c-myc  (Chernukhin et al., 2000) 
Proliferation,  
Apoptose 
Cyclin A und B1  (Jurchott et al., 2003) 
MDR-1  (Bargou et al., 1997) 
MDR-2  (Geier et al., 2003)  
mrp1  (Stein et al., 2001) 
mrp2  (Kauffmann et al., 2001) 
Human major vault 
prozein (MVP) 
 (Stein et al., 2005) 
Serotonin 
Transporter (5-HTT) 
  (Klenova et al., 2004) 
Transport, 
Detoxifikation 
grp78  (Li et al., 1997) 
Strukturproteine  Myosin light-chain 2v  (Zou et al., 1997) 
 Hühner-α-Globin  (Knezetic et al., 1993) 
Virale Promotoren RSV  (Swamynathan et al., 1997) 
 HTLV-1  (Kashanchi et al., 1994) 
 HIV  (Ansari et al., 1999) 
 JC Polyomavirus 
Später E2 Promotor  
 
 
(Safak et al., 1999)       
(Holm et al., 2002)                                                                 
 
Tabelle 1.1: Zielgene von YB-1 
Symbole :  = Aktivierung des Zielgens ;  = Repression des Zielgens ;   = 
zelltypabhängige     Aktivierung oder Repression des Zielgens 
 
Neben einer Interaktion mit DNA ist für cold shock-Proteine ebenfalls eine 
Sequenz-spezifische sowie –unspezifische Bindung an RNA beschrieben. 
Unterschieden wird zwischen einer schwachen und unspezifischen RNA-
Bindung über die Multimerisierungsdomäne und einer Sequenz-spezifischen 
RNA-Bindung über die cold-shock-Domäne (Ladomery et al., 1994). 
Für die Xenopus Kälteschockproteine FRGY-1 und FRGY-2 definierten Bouvet 
et al. die Nukleotidbindungssequenz AACAUG mittels einer SELEX (systematic 
evolution of ligands by exponential enrichment)-Analyse (Bouvet et al., 1995). 
10
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Zudem ist YB-1 Hauptbestandteil der zytoplasmatischen Ribonukleo-
proteinkomplexe, in denen die mRNA bis zum Zeitpunkt der Translation 
gespeichert wird (Evdokimova et al., 1995). Die Protein-RNA-Komplexe stellen 
einen wichtigen Regulationsmechanismus für die mRNA-Translation dar. In 
niedrigen Konzentrationen destabilisiert YB-1 die Sekundärstruktur der RNA, 
ähnlich der Funktion des bakteriellen Kälteschockproteins CspA (Jiang et al., 
1997). Hierdurch wird die mRNA für die 60S-Untereinheit der Ribosomen 
leichter zugänglich (Matsumoto et al., 1998), so dass YB-1 in niedrigen 
Konzentrationen die RNA-Translation stimuliert (Evdokimova et al., 1998). Im 
Gegensatz hierzu wird bei einer hohen zytosolischen YB-1-Konzentration  die 
Translation durch Maskierung der mRNA gehemmt (Davydova et al., 1997; 
Evdokimova et al., 1998; Jiang et al., 1997; Fraser et al., 2008). Neben der 
Regulation der Translation übt YB-1 einen Einfluss auf die mRNA-Stabilität aus. 
Chen et al. zeigten, dass YB-1 und Nukleolin über die Bindung an ein 
Sequenzmotiv in der 5’-untranslatierten Region (5’UTR) der Interleukin-2-mRNA 
diese stabilisieren (Chen et al., 2000). Die mRNA des Granulozyten-
Makrophagen-Kolonie-stimulierenden-Faktors (GM-CSF) wird über eine 
Bindung von YB-1 an ein A/U-reiches Element innerhalb der 3’UTR der GM-
CSF-mRNA in aktivierten eosinophilen Granulozyten in vivo stabilisiert 
(Capowski et al., 2001).   
Evdokimova et al. wiesen schließlich einen Effekt von YB-1 auf die mRNA-
Stabilität (Halblebenszeit) über eine Sequenz-unspezifische Bindung an die 
Cap-Struktur am 5’-mRNA Ende nach (Evdokimova et al., 2001). Dieser Effekt 
ist abhängig von einer korrekten 5’Cap-Ausbildung, d.h., eine verkürzte mRNA 
wird nicht translatiert und beschleunigt degradiert, ohne dass es zur Expression 
von Deletionsproteinen kommt. Neben der Bindung von YB-1 an mRNA weisen 
neuere Ergebnisse auf eine im Nukleus stattfindende Interaktion zwischen YB-1 
und prä-mRNA mit nachfolgender Änderung des Spleißmusters hin (Stickeler et 
al., 2001; Raffetseder et al., 2003). Chansky et al. wiesen eine Interaktion von 
YB-1 mit dem translocation liposarcoma protein (TLS) nach, über das die RNA-
Polymerase  rekrutiert und das prä-mRNA-Spleißen beeinflusst wird (Chansky 
et al., 2001). 
Zusammenfassend ergeben sich Funktionen von YB-1 bei der 
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Transkriptionsregulation, der RNA-Prozessierung und Speicherung bis hin zur 
Aktivierung bzw. Reprimierung der Translation.   
 
1.4 Subzelluläre Lokalisation von YB-1   
Die subzelluläre Lokalisation von YB-1 unterscheidet sich bei Tumorzellen und 
proliferierenden Zellen in vitro gegenüber nicht-transformierten Zellen in vivo. In 
sämtlichen untersuchten proliferierenden Zellen in vitro ist YB-1 
zytoplasmatisch zu finden. YB-1 wurde in vivo im Zellkern von Endothelzellen, 
Epithelzellen und mesenchymalen Zellen gefunden (van Roeyen et al., 2005).   
Eine vornehmlich zytoplasmatische Lokalisation von YB-1 in Tumorzellen in 
vivo wurde durch verschiedene Autoren beschrieben (Bargou et al., 1997; Gu et 
al., 2001; Janz et al., 2002; Kamura et al., 1999; Oda et al., 1998; Shibahara et 
al., 2001; Shibao et al.,1999; Stein et al., 2001). Eine nukleäre Lokalisation in 
Tumorzellgewebe wies in verschiedenen Studien auf eine schlechte Prognose 
bzw. Metastasierung hin. Koike et al. stellten die Hypothese auf, dass YB-1 mit 
einem Ankerprotein im Zytoplasma interagiert, welches YB-1 erst nach 
Phosphorylierung durch die Proteinkinase C aus seiner Bindung freigibt  (Koike 
et al., 1997). Es wurden mehrere nukleäre Translokationssignale innerhalb des 
YB-1-C-Terminus identifiziert, die die nukleäre Translokation z.B. im Rahmen 
von Stress-Situationen vermitteln (Tafuri et al., 1990; Tafuri et al., 1992; Wolffe 
et al., 1992; Wolffe, 1994). Bisher sind innerhalb der Proteinstruktur von YB-1 
keine nukleären Konsensus-Exportsignale beschrieben.  
Eine nukleäre Translokalisation von YB-1 in zellulären Stressreaktionen wie 
UV-Bestrahlung (Bargou et al., 1997; Koike et al., 1997) oder Hyperthermie 
(Stein et al., 2001) ist beschrieben.  
Die Beobachtungen weisen auf eine Interaktion von YB-1 mit DNA und mRNA 
in verschiedenen zellulären Kompartimenten hin.  
Hierbei zeigten Stenina et al., wie eng die Lokalisation von YB-1 mit der RNA- 
und DNA-Bindung sowie der Funktion verbunden ist: Das im Zytoplasma von 
Endothelzellen an mRNA gebundene YB-1 wird durch Stimulation der Zellen mit 
Thrombin gespalten und in den Zellkern transloziert, woraufhin dieses über 
12
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Bindung an den PDGF-B-Gen-Promotor die Genexpression im Kern induziert 
(Stenina et al., 2000; Stenina et al., 2001). 
 
1.5 Interaktionspartner von YB-1  
In Ausübung der zum Teil gegensätzlichen Funktionen interagiert YB-1 mit 
einer Vielzahl von nukleären und zytoplasmatischen Proteinen. Insbesondere 
die Interaktion mit zellulären und viralen Transkriptionsfaktoren moduliert die 
Genregulation auf unterschiedlichen Wegen. Die nachfolgende Tabelle gibt eine 
Übersicht über die bisher gefundenen Interaktionspartner von YB-1: 
 
Protein Funktionelle Bedeutung der Interaktion  
(Referenz) 
 
Transkription 
T-Antigen des humanen Polyomavirus JC 
 
Synergistische trans-Aktivierung des späten 
viralen JC-Promotors. Erleichterung der 
Repression des frühen viralen JC-Promotors 
(Safak et al., 1999) 
Pur alpha Repression der DNA-Bindungsaffinität von Pur 
alpha in der Phase der frühen Genaktivierung 
des viralen JC-Promotors (Chen et al., 1995) 
Virales Agnoprotein des späten JC-
Promotors 
Repression des eigentlich aktivierenden Effekts 
des viralen Agnoproteins durch die Interaktion 
mit YB-1 (Safak et al., 2002) 
NF-B/rel-Protein RelA (p65) Einfluss auf die basale und die p65-vermittelte 
Transaktivierung des späten viralen JC-
Promotors mit einem synergistischen Effekt auf 
die Transkription (Raj et al., 1996) 
Tumor-Suppressorgen p53 Interaktion zwischen p53 und YB-1 über 3 
unterschiedliche Domänen von YB-1. p53 
benötigt YB-1 zur Aktivierung des p21-Gens. 
Komplexbildung zwischen YB-1, activating 
protein-2 (AP2) und p53 im Bereich des 
Gelatinase A-Promotors, der in neoplastischen 
Zellen zu einer Aktivitätssteigerung führt 
(Okamoto et al., 2000; Mertens et al., 2002) 
Transkriptionsfaktor AP2 Synergistische Aktivierung der Transkription 
des MMP-2-Gens (Mertens et al., 1998) 
Multivalentes Zinkfingerprotein CTCF Steigerung der  reprimierenden Wirkung von 
CTCF auf den c-myc-Onkogen-Promotor 
(Chernukhin et al., 2000) 
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TAR, Tat Tat-induzierte Aktivierung des HIV-1 Promotors 
und  Vermittlung einer TAR-Tat-Komplexbildung 
(Ansari et al., 1999) 
Zona occludens Protein-1 (ZO-1) Repression des c-erb-Promotors. Sobald es zur 
Adhäsion von ZO-1 exprimierenden Zellen 
kommt, wird YB-1 an die ZO-1-Moleküle 
rekrutiert und der inhibitorische Effekt auf die c-
erb-Expression wird aufgehoben (Balda et al., 
2000) 
Smad3 Antagonisierung der TGF--induzierten 
Aktivierung der Kollagensynthese (Higashi et 
al., 2003) 
Smad7 Erhöhung der Smad7-Expression und somit 
Antagonisierung der TGF-ß-induzierten 
Aktivierung der Kollagensynthese (Dooley et al., 
2006) 
Januskinase 1 (Jak1) Hohe YB-1 Konzentrationen hemmen über eine 
Überexpression von PTP1B die 
Phosphorylierung von Jak1 (Fukada et al., 
2003) 
α-Smooth muscle actin (αSMA) YB-1, ein eigentlicher Inhibitor der αSMA 
Transkription, vermittelt die durch TGF-ß-
stimulierte Expression von αSMA (Zhang et al., 
2005)    
 
Translation 
Akt Aktivierung der Translation durch eine Akt-
vermittelte Phosphorylierung von YB-1 
(Sutherland et al., 2005; Evdokimova et al., 
2006) 
eIF4E Kompetitives Binden an der mRNA cap-Struktur 
mit eIF4E, einem Bestandteil des Translations-
Initiationskomplexes, und somit Hemmung der 
Translation (Nekrasov et al., 2003)   
heterogenes nukleäres 
Ribonukleoprotein K (hnRNP K) 
Einfluss auf RNA-Export und zytoplasmatische 
RNA-Verarbeitung (Shnyreva et al., 2000) 
Nukleolin                                                              Stabilisierung der mRNA von Interleukin-2 
(Chen et al., 2000) 
iron-regulatory protein-2 (IRP-2)    Aufhebung der inhibierenden Wirkung von IRP-
2 auf die Translation der Ferritin mRNA 
(Ashizuka et al., 2000) 
Ewing’s sarcoma protein (EWS) Maligne Transformation durch Rekrutierung der 
RNA-Polymerase II und Vermittlung des 
Spleißing-Vorgangs innerhalb der prä-mRNA 
des adenoviralen E1A-Minigens (Chansky et al., 
2001) 
Spleißfaktor SRp30c Einfluss auf das alternative Spleißen im Bereich 
der mRNA des adenoviralen E1A-Minigens 
(Raffetseder et al., 2003)  
Protein Phosphatase PP2Cgamma Einfluss auf das alternative Spleißen von CD44 
über eine Interaktion mit einer säurehaltigen 
Domäne von PP2Cgamma (Allemand et al., 
2007)    
14
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LiCl Stimulierung der Transkription und Translation 
von YB-1, sowie Modulation der 
Bindungsaffinität zu VNTR, hierdurch über YB-1 
und CCCTC vermittelte gesteigerte 
Transkriprtion des Serotonin-Transporter Gens 
(Roberts et al., 2007)  
Transforming growth factor-beta 1  
 
Aktivierung der Translation in proximalen 
Tubuluszellen über eine Bindung von YB-1 an 
eine hochaffine Bindungsstelle der 
5’untranslatierten mRNA, die Bindung an eine 
niedrigaffine Bindungsstelle hingegen führt zu 
einer Inhibierung der Translation (Fraser et al., 
2008) 
Dengue virus Unterdrückung der Dengue Virus Translation 
(Paranjape et al., 2007)  
 
Zytoplasmatischer Transport 
Mikrofilamentprotein Aktin Verbindung zwischen mRNA und seinem 
zytoplasmatischem Transport über 
Mikrofilamente (Ruzanov et al., 1999) 
IFN- Bewirkt eine nukleäre Translokation von YB-1 
(Higashi et al., 2003), verminderte Expression 
von Kollagen Typ 1 (α2) (Higashi et al., 2003; 
Dooley et al., 2006) 
Akt Führt zu einer nukleären Translokation von YB-
1 (Basaki et al., 2007) 
Paclitaxel Führt zu einer nukleären Translokation von YB-
1 (Fujita et al., 2005) 
Tubulin Stimuliert die Ansammlung von Mikrotubuli im 
Zytoplasma (Chernov et al., 2008) 
 
DNA-Reparatur 
Humane Endonuklease III Steigerung der Aktivität der humanen 
Endonuklease III, durch welche die Exzison 
mutierter Basen initiiert wird (Marenstein et al., 
2001) 
proliferating cell nuclear antigen (PCNA) Erkennung von durch Cisplatin modifizierter 
DNA und DNA-Reparatur (Ise et al., 1999) 
Nei-like-2 (NEIL2) Steigerung der Aktivität von NEIL2, durch 
welche die Exzision mutierter Basen initiiert wird 
(Das et al., 2007) 
 
 
 Tabelle 1.2: Interaktionspartner von YB-1 
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1.6 Sekretorische Proteine ohne Signalsequenz 
Sekretorische Proteine sind klassischerweise dadurch gekennzeichnet, dass sie 
ein hydrophobes Signalpeptid von ca. 15-25 Aminosäuren besitzen, welches 
am N-terminalen Ende eines Vorläufer-Polypeptids lokalisiert ist und nach dem 
Transfer über die Membran des endoplasmatischen Retikulums (ER) 
abgespalten wird (Blobel, 1980). Nach dem klassischen Sekretionsmodell, 
welches von Palade beschrieben wurde, werden Proteine vom ER in Vesikeln 
über das cis-Golgi-Netzwerk (CGN) und Golgi-Stapel zum trans-Golgi-Netzwerk 
(TGN) transportiert (Palade, 1975). Von dort gelangen sie dann in 
sekretorischen Vesikeln zur Plasmamembran (PM), mit der sie verschmelzen 
und dabei ihren Inhalt ins extrazelluläre Milieu entlassen. 
Im ER werden die Proteine chemisch modifiziert. So kann zum Beispiel durch 
Disulfidbindungen die Struktur von Proteinen stabilisiert werden, was 
insbesondere bei der Sekretion von Proteinen wichtig sein kann, um sie in 
einem anderen pH-Milieu oder vor Verdauungsenzymen zu schützen. 
Zusätzlich werden viele Proteine im ER glykosyliert. Die Glykosylierung ist 
einerseits wichtig für spätere Membranproteine, da die Glykokalyx der 
Zellmembran ein wichtiger Bestandteil der Zellerkennung ist, andererseits kann 
über den Glykosylierungszustand eines Proteins aber auch das Protein solange 
im ER zurückgehalten werden, bis es korrekt gefaltet ist oder helfen, es zum 
richtigen Organell zu dirigieren. Im Golgi-Apparat erfahren viele der 
Oligosaccharidgruppen, die den Proteinen im ER angehängt wurden, weitere 
Modifikationen. Zusätzlich findet ein Sortierungsprozess im trans-Golgi 
Netzwerk statt. Neben dem Weg über sekretorische Vesikel zur 
Plasmamembran gibt es Proteine, die vom Golgi-Apparat zu den Lysosomen 
oder direkt zur Plasmamembran gelangen, um dort als Membranprotein 
exprimiert zu werden. Auch für den intrazellulären Transport in bestimmte 
Zellorganellen wie zum Beispiel in den Zellkern oder die Mitochondrien 
existieren verschiedene Signalsequenzen, welche die Proteine in das richtige 
Kompartiment dirigieren. Auch Proteine mit nur schwacher N-terminaler 
Signalsequenz oder mit vorherrschend intrazellulärer Funktion wurden 
extrazellulär nachgewiesen. Bei diesen Proteinen wurden über bioinformatische 
Methoden interne hydrophobe Signalsequenzen identifiziert (Chou, 2001; 
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Claros et al., 1997). Darüber hinaus wird eine wachsende Anzahl von Proteinen 
gefunden, die keine hydrophobe N-terminale oder interne Signalsequenz 
besitzen und trotzdem sezerniert werden. Sehr gut untersuchte Proteine, die 
dieser Gruppe angehören, sind zum Beispiel IL-1ß, bFGF, MIF, HMGB1 und 
Galektin-3. Es handelt sich hier um relativ kleine Proteine mit einem 
Molekulargewicht von 8-45 kDa, die trotz potenzieller N-Glykosylierungsstellen 
keine glykosylierten Asparaginreste besitzen und deren freien Cysteinreste 
nicht in Disulfidbrücken involviert sind. Diese Tatsachen deuten darauf hin, dass 
bei diesen Proteinen keine Modifizierung im ER-Lumen stattgefunden hat, und 
sie warscheinlich über alternative Wege sezerniert werden. 
 
1.7 Alternative Sekretionswege  
Interleukin-1ß 
Interleukin-1 (IL-1) ist ein Zytokin, welches keine N-terminale hydrophobe 
Signalsequenz besitzt, die es in den ER/Golgiapparat leitet, aber trotzdem von 
Monozyten sezerniert wird (Auron et al., 1987). Interleukin-1 existiert in zwei 
unterschiedlichen, in proteolytischen Spaltprozessen generierten Isoformen (IL-
1α  und  IL-1ß), die aus einem gemeinsamen Vorläuferprotein hervorgehen 
(Dinarello, 1997).  
IL-1α wird nach seinem Einbau in die Plasmamembran dort gespalten und 
anschließend in den Extrazellularraum abgegeben (Watanabe et al. 1994).  
IL-1ß wird in Monozyten zunächst als 33 kDa-Vorläuferprotein synthetisiert, 
welches im Zytosol akkumuliert (Singer et al., 1988) und schließlich durch das 
„Caspase IL-1ß-converting enzyme“ (ICE) in die 17 kDa-Endform gespalten 
(Cerretti et al., 1992; Thornberry et al.,1992). IL-1ß verlässt die Zelle nicht über 
den konventionellen Weg durch das ER und den Golgi-Apparat, sondern wird 
über einen alternativen Weg sezerniert. Elektronenmikroskopische 
Untersuchungen und subzelluläre Fraktionierungsversuche zeigen, dass IL-1ß 
nicht im ER und im Golgi-Apparat nachgewiesen werden kann (Singer et al., 
1988; Bakouche et al., 1987). Im zellulären Überstand der aktivierten 
Monozyten kann nur die prozessierte 17 kDa-Form und nicht das 33 kDa-
Vorläuferprotein nachgewiesen werden (Rubartelli et al., 1990). IL-1ß besitzt 
eine potenzielle Glykosylierungsstelle bei Asparagin 123, diese liegt jedoch 
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nicht in der glykosylierten Form vor (Cerretti et al.,1992). Dies weist auf einen 
Golgi-Apparat unabhängigen Sekretionsweg hin (Rubartelli et al., 1990). 
Desweiteren wird die Sekretion von IL-1ß durch Inhibitoren des klassischen 
Sekretionsweges wie zum Beispiel Brefeldin oder Monensin nicht inhibiert, 
sondern sogar noch verstärkt (Rubartelli et al., 1990). Unter 
Stressbedingungen, wie zum Beispiel unter Stimulation mit Ca2+-Ionophor oder 
unter Entkopplung der oxidativen Phosphorylierung wird IL-1ß vermehrt 
freigesetzt. Hamon et al. zeigten, dass der IL-1ß-Export durch mehrere 
Inhibitoren des ABC-Transportersystems [Bromosulfalein (BSP), 
4,4’Diisothiocyanatotilben-2,2’-disulfonat (DIDS), Glyburid] spezifisch und 
ABCA1-selektiv reduziert wird (Hamon et al., 1997).  
ABC-Transporter gehören zur Familie der ATP-binding-cassette-Proteine, die 
zusammen mit den multidrug resistance-Proteinen (MRP) eine Vielzahl von 
Substraten wie  Oligosaccharide, Aminosäuren, Metallionen, Peptide und 
Proteine über intra- und extrazelluläre Membranen transportieren. In 
Prokaryoten und niederstufigen Eukaryoten sind ABC-Transporter in ähnliche 
Transportvorgänge involviert, weshalb anzunehmen ist, dass sie auch bei den 
Proteinen  ohne klassische Signalsequenz, die über alternative Sekretioswege 
aus der Zelle ausgeschleust werden, von Bedeutung sind. Andrei et al. konnten  
nachweisen, dass eine Fraktion des IL-1ß intrazellulär in Vesikeln vorliegt, die 
mit späten Endosomen und frühen Lysosomen fusionieren (Andrei et al., 1999). 
Desweiteren zeigten sie, dass eine vermehrte Exozytose von IL-1ß durch 
Steigerung des extrazellulären ATP-Gehaltes bzw. durch hypotone 
Bedingungen induziert wird, hingegen durch den ATP Chelator Mg2+ sowie 
durch hypertone Bedingungen inhibiert wird. Daraufhin wurde ein Zwei-Schritt-
Modell für die IL-1ß-Sekretion vorgeschlagen, demzufolge zunächst die 
Glibenclamid-inhibierbare Translokation des Vorläuferproteins proIL-1ß in 
Endolysosomen-ähnliche Vesikel stattfindet. In einem zweiten Schritt wird die 
Exozytose durch hohe extrazelluläre ATP-Konzentration und hypotone 
Bedingungen stimuliert (Abbildung 1.3).   
Anhand von elektronenmikroskopischen “real-time”-Untersuchungen konnte 
gezeigt werden, dass schon 2-5 Sekunden nach ATP-Stimulation in zuvor mit 
LPS stimulierten Monozyten ein Exozytoseprozess stattfindet, der als 
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“microvesicle shedding“ bezeichnet wird (MacKenzie et al., 2001). Aus diesen 
Mikrovesikeln konnte die aktive IL-1ß Form isoliert werden. Durch  Zugabe von 
membranpermeablen Calciumchelatoren oder eine Entleerung der 
intrazellulären Calciumspeicher (z.B. durch Thapsigargin), zeigte sich eine 
positive Korrelation zwischen dem Ausmaß der IL-1ß-Sekretion und dem 
intrazellulären Calciumgehalt. Erhöhte extrazelluläre Calciumkonzentrationen 
hingegen hemmen die IL-1ß-Freisetzung (Brough et al., 2003). MacKenzie 
hingegen postulierte eine Abhängigkeit der IL-1ß-Sekretion von einem hohen 
extrazellulären Calziumgehalt (MacKenzie et al., 2001). Verhoef et al. stellten 
fest, dass das Membran blebbing abhängig von der Aktivierung von Rho-
Effektorkinasen ist, und dass Inhibitoren dieser Kinasen das Membran blebbing, 
jedoch weder die intrazelluläre IL-1ß-Prozessierung noch die IL-1ß-Sekretion 
verhindern (Verhoef et al., 2003). Andrei et al. machten weitere Entdeckungen, 
die ihr Modell der Sekretion von IL-1ß über Exozytose von in Lysosomen 
verpacktem IL-1ß bekräftigten: Durch subzelluläre Fraktionierungs- und 
Immunelektroskopie-Experimente zeigte sich, dass IL-1ß neben Cathepsin D 
und Lamp-1 zusätzlich noch mit Caspase-1  kofraktioniert (Andrei et al., 2004). 
Diese Entdeckung bietet eine Erklärung dafür, dass IL-1ß durch Caspase-1 in 
einem geschützen Kompartiment prozessiert werden kann, ohne dass 
Caspase-1-abhängig Apoptose in der Zelle initialisiert wird. Walev et al. 
untersuchten weiterhin die Rolle von Phospholipasen bei der Sekretion von IL-
1ß: Phospholipasen sind Enzyme, die Lipidoberflächen wie zum Beispiel 
Zellmembranen modifizieren können und weiterhin intrazelluläre 
Signalkaskaden beeinflussen können (Walev et al., 2000). Es zeigte sich, dass 
erniedrigte intrazelluläre K+-Konzentrationen die IL-1ß-Prozessierung durch 
Aktivierung von Ca2+-unabhängigen A2 Phospholipasen (iPLA2) initiieren 
können. Durch Inhibition dieser iPLA2  lässt sich zwar die Prozessierung, nicht 
jedoch die Sekretion von IL-1ß hemmen. Desweiteren stellte sich heraus, dass 
ATP die intrazelluläre Ca2+-Konzentration erhöht und somit Ca2+-abhängige 
PLA2 (cPLA2) aktiviert, die einen hemmenden Effekt auf die IL-1ß-
Prozessierung hatten. Andrei et al. brachten dieses Modell aus verschiedenen 
Phospholipasen in Einklang: Durch den Verlust an intrazellulärem K+ wird eine 
Phosphatidylcholin-spezifische Phospholipase C aktiviert (PC-PLC), die für die 
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intrazelluläre Ca2+-Vermehrung verantwortlich ist. Dadurch wird die cPLA2 
aktiviert, wodurch es zur Exozytose von mit Caspase-1 und Cathepsin in 
Endosomen verpacktem IL-1ß  kommt. Parallel dazu wird durch erniedrigte K+-
Konzentrationen die iPLA2 aktiviert, welche die IL-1ß-Prozessierung aktiviert. 
Zusammenfassend ist also die iPLA2 für die Prozessierung, die cPLA2  für die 
Ausschleusung  von IL-1ß verantwortlich (Andrei et al., 2004).     
                                                                                                                    
 
 
Abbildung 1.3: Sekretion von IL-1ß [nach: Andrei et al., 1999] 
2-Phasen Modell der IL-1ß Sekretion: Zunächst erfolgt die Translokation von proIL-1ß 
in spezielle Vesikel. Die Translokation erfordert einen pH-Gradienten  zwischen Zytosol 
und Vesikel (hier hervorgerufen durch die Zugabe von BafA1 (bafilomycin A1)) und ist 
durch Glyburid (Glibenclamid) inhibierbar. In einem 2. Schritt gelangen die Vesikel zur 
Plasmamembran, wo sie verschmelzen und IL-1ß entlassen. Eine hohe extrazelluläe 
ATP-Konzentration und hypotonische Bedingungen fördern die Exozytose.  
 
Fibroblast growth factor (FGF) 
Mitglieder der fibroblast growth factor (FGF)-Familie spielen eine wichtige Rolle 
bei der Proliferation, Differenzierung und der Zellhomöostase in transformierten 
und nicht transformierten Zellen (Burgess and Maciag, 1989). Die meisten 
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Mitglieder der FGF-Familie werden über einen vom ER und Golgi-Apparat-
abhängigen Weg sezerniert. FGF-1 und die 18 kDa Form von FGF-2 werden 
allerdings über einen alternativen Sekretionsweg sezerniert (Jackson et al., 
1992; Trudel et al., 2000; Mignatti et al., 1992). FGF-1 wird unter zellulären 
Stress-Bedingungen vermehrt sezerniert (Jackson et al., 1992). Die Sekretion 
von FGF-2 hingegen wird nicht durch „Zellstress“ induziert (Mignatti et al., 
1991). Durch Kultivierung von Zellen in Serum-freiem Zellmedium wird die FGF-
2-Sekretion gehemmt (Mignatti et al. 1992), die FGF-1-Sekretion hingegen noch 
verstärkt (Shin et al., 1996). Bei den Hitzeschock-Sekretionsversuchen zeigte 
sich, dass insbesondere zwei intrazelluläre Proteine mit der inaktiven FGF-1 
Homodimerkonfiguration im Zytoplasma assoziiert sind: ein Spaltprodukt des 
transmembranären Proteins Synaptotagmin, bestehend aus dessen 
zytoplasmatischer Domäne (p40-Syt 1), und das Ca2+-bindende Protein 
S100A13. Sowohl eine Expressionshemmung von p40-Syt1, als auch die 
Expression einer dominant negativen S100A13 Mutante verhinderten die 
Ausschleusung von FGF-1 aus der Zelle (Landriscina et al., 2001; Tarantini et 
al., 1998). Die stressinduzierte Formation des FGF-1-p40-Syt1-S100A13 
Komplexes verursacht desweiteren eine Umverteilung des zytoplasmatischen 
FGF-1 an die innerste Schicht der Zellmembran (Prudovsky et al., 2002). Bei 
dem FGF-2-Export spielt die Natrium-Kalium-ATPase eine wichtige Rolle. 
Cardenolide, wie zum Beispiel Ouabain, hemmen den FGF-2-Export zumindest 
teilweise (Florkiewicz et al.,1998; Smith et al.,2001). Cardenolide haben einen 
hemmenden Einfluss auf die Aktivität der Natrium-Kalium-ATPase. Hinweise, 
dass speziell die α-Untereinheit der ATPase mit FGF-2 interagiert, erhielt man 
über einen Versuch, in dem man eine Ouabain-resistente α-Untereinheit 
Mutante generierte, woraufhin der FGF-2-Export nicht mehr durch Ouabain 
gehemmt wird (Dahl et al., 2000). Weiterführende Untersuchungen zeigten, 
dass FGF-2 für die Translokation über die Zellmembran nicht in einer 
ungefalteten Konformation, sondern gefaltet vorliegt (Backhaus et al., 2004). 
Dazu wurden FGF-2-Fusionsproteine etabliert, die mit Dihydrofolatreduktase 
(DHFR) fusionieren. Liganden von DHFR sind in der Lage, die Konformation so 
zu stabilisieren,  dass „Chaperone“ nicht mehr in der Lage sind, ihre 
Tertiärstruktur zu zerstören. Da die Liganden-gesteuerte Stabilisierung von 
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FGF-2-DHFR-Fusionsproteinen keinerlei  hemmenden Effekt auf die Sekretion 
von FGF-2 hat, ist anzunehmen, dass es in einer gefalteten Konformation 
sezerniert werden kann. So ist also zusammenfassend sowohl für FGF-1 als 
auch für FGF-2 am ehesten ein Transportweg anzunehmen, bei dem das 
Protein direkt über die Plasmamembran transloziert wird, ohne dass vesikuläre 
Strukturen in diesen Export involviert sind (Abbildung 1.4, Mechanismus 2).  
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Abbildung 1.4: Vesikuläre und nichtvesikuläre Transportwege, die möglicher-
weise bei dem unkonventionellen Sekretionsprozess involviert sind [nach: W. 
Nickel, 2005] 
Bei Mechanismus 1 und 3 werden die zellulären Bestandteile mit Hilfe von vesikulären 
Strukturen wie Lysosomen (Mechanismus 1) und in multivesikulären Körpern 
enthaltenen Exosomen (Mechanismus 3) aus der Zelle ausgeschleust, bei 
Mechanismus 2 und 4 erfolgt eine direkte Translokation über die Zellmembran mithilfe 
von Transportern (Mechanismus 2) oder über die Abschnürung von vesikulären 
Strukturen der Zellmembran, die die zellulären Bestandteile, die nach extrazellulär 
transportiert werden sollen, in sich eingeschlossen haben (Mechanismus 4).   
IL-1α 
IL-1α besitzt kein klassisches Signalpeptid. IL-1α wird als Vorläufer-Protein 
synthetisiert und schließlich von Calpain oder einer Calpain-ähnlichen Protease 
in seine Endstufe gespalten (Watanabe et al., 1994). Auffällig ist auch, dass IL-
1α zwar eine sehr unterschiedliche Sequenz im Vergleich zu FGF-1 besitzt, 
dass jedoch beide Proteine eine sehr ähnliche Konformation in Form einer β-
Faltblattstruktur aufweisen.  
Unter normalen Zellkulturbedingungen wird von Zellen IL-1α exprimiert, dieses 
jedoch nicht freigesetzt. Durch verschiedene Stimuli, wie zum Beispiel 
Hitzeschock, wird sowohl die prozessierte Form (m-IL-1α: mature IL-1α) als 
auch die Vorläuferform (pIL-1α: precursor IL-1α) von IL-1α von menschlichen 
promonozytischen Leukämiezellen und von aktivierten peripheren 
mononukleären Zellen freigesetzt (Tarantini et al., 2001; Mandinova et al., 
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2003). Allerdings wird die Vorstufe von IL-1α nicht von murinen Fibroblasten 
(NIH-3T3) unter Stressbedingungen freigesetzt (Tarantini et al., 2001). Dies 
hängt wahrscheinlich mit der N-terminalen abspaltbaren nukleären 
Lokalisationssequenz der Vorstufe zusammen, die bei den NIH-3T3 Zellen im 
Gegensatz zu monozytären Zellen nicht abgespalten wird (Tarantini et al., 
2001). Die Ko-Expression von FGF-1 und IL-1α hemmt bei NIH-3T3 Zellen die 
stressinduzierte Freisetzung von FGF-1 (Tarantini et al., 2001). Somit liegt es 
nahe, dass FGF-1 und IL-1α bei ihrem Export interagieren, oder zumindest die 
gleichen Exportwege nutzen.  
Sowohl IL-1α als auch FGF-1 werden mit einer Verzögerung von ca. 90 min. 
nach dem Stressstimulus freigesetzt (Jackson et al., 1992; Tarantini et al., 
2001). Die Freisetzung von beiden Proteinen ist durch Hemmung der 
Transkription und Translation beeinflussbar (Jackson et al., 1995; Tarantini et 
al., 2001). Somit könnte eine Erklärung für den verzögerten Export der Proteine 
sein, dass zunächst, nachdem die Zelle in Stressbedingungen versetzt wurde, 
Proteine synthetisiert werden müssen die am Exportvorgang beteiligt sind.  
Die Sekretion von IL-1α ist desweiteren ein ATP-abhängiger Prozess, da 2-
Deoxyglucose, ein Glykolyseinhibitor, die Freisetzung von FGF-1 und IL-1α 
hemmt. Auch ein intaktes Aktin–Zytoskelett ist für die Sekretion von FGF1 und 
IL-1α von Bedeutung, da die Freisetzung dieser Proteine durch Aktin-
Antagonisten wie Latrunculin und Amlexanox, herabgesetzt wird (Landriscina et 
al., 2000). Obwohl das Aktin-Zytoskelett verschiedene Typen von 
zytoplasmatischen Membranvesikeln transportiert, sind FGF-1 und IL-1α in 
immunfluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen nicht in Form von 
vesikulären Strukturen erkennbar (Prudovsky et al., 2002). IL-1α wird als 
monomeres biologisch aktives Zytokin sezerniert (Mandinova et al., 2003). Es 
ist Bestandteil eines Multiprotein-Komplexes: Die Formation eines 
heterotetrameren IL-1α-S100A13 Komplexes (2:2) wird in einem zellfreien 
System durch Kupfer-Ionen induziert. Durch Zugabe des Chelators 
Tetrathiomolybdate TTM wird IL-1α nach Stressinduktion vermindert freigesetzt 
(Landriscina et al., 2001; Mandinova et al., 2003). Wie genau IL-1α von der 
inneren Zellmembran nach extrazellulär gelangt, ist zurzeit noch Gegenstand 
von weiterführenden Untersuchungen. Diskutiert werden 
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Konformationsänderungen des Multiprotein-Komplexes sowie eine Bindung an 
Annexin 2 an der inneren Membranoberfläche, wodurch IL-1α über einen Flip-
Flop Mechanismus die Zelle verlassen könnte (Prudovsky et al., 2003). 
 
Galektine 
Galektine sind Kohlenhydrat-bindende Proteine, und sind als Bestandteile der 
extrazellulären Matrix in eine Vielzahl von zellulären Vorgängen, wie zum 
Beispiel Zellproliferation, Differenzierung und Apoptose involviert (Perillo et al., 
1998; Rabinovich et al., 2002). Galektin-1 (Gal-1) und Galektin-3 (Gal-3) sind 
die am besten untersuchten Mitglieder der Galektinfamilie. Sie kommen als 
lösliche Proteine im Zytoplasma bei einer großen Anzahl von  Säugetier–Zellen 
vor und sind in sezernierter Form sowohl auf der Plasmamembranoberfläche, 
als auch als Bestandteil der extrazellulären Matrix zu finden (Cooper et 
al.,1990; Seelenmeyer et al., 2003; Sato et al.,1993; Mehul et al., 1997). 
Galektine enthalten kein klassisches Signalpeptid (Couraud et al., 1989). Sie 
werden an freien Ribosomen im Zytoplasma synthetisiert (Wilson et al., 1989), 
und ihre Sekretion ist nicht durch Inhibitoren des klassischen Sekretionsweges, 
wie zum Beispiel Brefeldin oder Monensin, inhibierbar (Sato et al., 1993). 
Cooper und Kollegen beschrieben anhand eines Differenzierungsmodelles von 
Myoblasten zu reifen Muskelzellen, in dessen Rahmen es zu vermehrter 
Galektin-1-Sekretion kommt, die verschiedenen Stufen der Sekretion: Gal-1 
konzentriert sich zuerst nahe der Plasmamembran und wird schließlich in 
Ausstülpungen der Membran eingeschlossen und letztendlich als extrazellulärer 
Vesikel abgeschnürt (Cooper et al., 1990). Mehul und Hughes wiesen diesen 
Mechanismus für Gal-3 auch in COS-7-Zellen nach (Mehul et al., 1997). Sie 
bezeichneten den Transport als Exozytose (Mechanismus 4, Abbildung 1.4 ).  
Widersprüchlicherweise identifizierten Thery et al. Galektin-3 als einen 
Bestandteil von aus dem Überstand von dendritischen Zellen isolierten 
Exosomen (Thery et al., 2001). Da Exosomen von zellinternen Kompartimenten 
abgeleitet sind und auch keine Zellmembranmarker enthalten, spricht diese 
Entdeckung gegen den oben beschriebenen Mechanismus der Exozytose und 
vielmehr für einen Mechanismus, bei dem die Galektin-3 enthaltenden 
Exovesikel von als  multivesicular bodies bezeichneten späten Endosomen 
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abstammen (Mechanismus 3, Abbildung 1.4).  
Zusätzlich wird Galektin-1, wie auch für FGF-2 beschrieben, aber auch direkt 
über die Zellmembran ausgeschleust (Schäfer et al., 2004), so dass vermutlich 
ein direkt in der Plasmamembran lokalisierter Transporter eine Rolle bei der 
Sekretion von Galektin-1 hat (Mechanismus 2, Abbildung 1.4). 
 
Makrophagen-Migration-inhibierender Faktor (MIF) 
Der Makrophagen-Migration-inhibierende Faktor (MIF) übt seine Funktion unter 
anderem als proinflammatorisches Zytokin bei akuten und chronischen 
Entzündungskrankheiten sowie bei der natürlichen und der erworbenen 
Immunantwort aus. Im Mausmodell der experimentellen Endotoxämie 
beschleunigt die gleichzeitige Gabe von rekombinantem MIF und 
intraperitonealem LPS die Letalität, während neutralisierende Anti-MIF-
Antikörper vor septischem Schock schützen (Bernhagen et al., 1993). In einer 
MIF-knockout-Mauslinie zeigte sich, dass die MIF-defizienten Tiere besser vor 
septischem Schock geschützt sind. Auch bei anderen akuten wie chronischen 
entzündlichen Erkrankungen, wie zum Beispiel der anti-GBM-
Glomerulonephritis (anti-glomerular basement membrane glomerulonephritis) 
(Lan et al., 1997), dem acute respiratory distress syndrome (ARDS) (Martin, 
1997) und der rheumatoiden Arthritis zeigten sich im Tiermodell erhöhte 
extrazelluläre MIF-Spiegel. Auch hier gelang es mit Hilfe von MIF-Antikörpern 
die Immunantwort deutlich zu modulieren. Es zeigte sich, dass MIF von Zellen 
sezerniert werden kann. Dieser Sekretionsprozess wird durch spezifische 
Stimuli, wie zum Beispiel LPS, TNF-α, Kortikosteroide, ACTH (adreno-
corticotropes Hormon) oder auch Angiotensin II induziert (Calandra et al., 1994; 
Bernhagen et al., 1993). MIF wird neben immunologischen Zellen auch von 
endokrinen Zellen und einigen epithelialen Zellen sezerniert. Bei humanen 
Monozyten (THP-1) zeigte sich bei Konzentrationen ab 0,1 µg/ml LPS eine 
messbare MIF-Sekretion mit den höchsten Sekretionsraten bei einer 
Konzentration von 10 µg/ml. Bereits 2 bis 4 Stunden nach LPS-Stimulation der 
Monozyten zeigte sich ein MIF-Sekretionspeak, die Sekretion von MIF war bis 8 
Stunden nach LPS-Stimulation nachweisbar (Flieger et al., 2003). MIF enthält 
keine klassische N-terminale Signalsequenz, welche die Translokation in das 
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endoplasmatische Retikulum dirigiert. Da auch über konfokale Laser scanning 
Mikroskopie gezeigt wurde, dass MIF neben der hauptsächlich 
zytoplasmatischen Lokalisation außerdem in kleinen Vesikeln, im Nucleus, und 
in Vesikeln außerhalb der Zelle, aber nicht in Strukturen des 
endoplasmatischen Retikulums gefunden wird, wurde spekuliert, dass MIF über 
einen nicht-klassischen Weg sezerniert wird. Die Vermutung, dass MIF nicht 
über das ER/Golgi-System die Zelle verlässt, wurde dadurch bestätigt, dass 
MIF weder in vitro in Mikrosomen transloziert und dort glykosyliert wird, noch in 
vivo in Monozyten oder Makrophagen glykosyliert wird (Flieger et al., 2003). Bei 
dem klassischen Sekretionsweg finden im ER und Golgi-Apparat hingegen 
typischerweise posttranslationale Modifikationen in Form von N-
Glykosylierungen statt. Auch die Tatsache, dass die Sekretion von MIF bei mit 
LPS stimulierten Monozyten durch Inhibitoren des klassischen Sekretionsweges 
wie Brefeldin und Monensin nicht gehemmt, sondern noch verstärkt wurde, 
spricht für einen alternativen Sekretionsweg (Flieger et al., 2003). Desweiteren 
ist die MIF-Sekretion ein Calcium-abhängiger Prozess. Sie wird durch A23187, 
ein Calciumionophor, das stimulierend auf die Ca2+-abhängige Exozytose 
einwirkt, signifikant verstärkt (Flieger et al., 2003). Wie bereits für andere, nicht-
klassisch sezernierte Proteine beschrieben, ist der Transport von MIF ein 
Tubulin-abhängiger Mechanismus: Nocodazol hemmt die Sekretion von MIF 
über einen weiten Konzentrationsbereich, wohingegen andere Inhibitoren, die 
das Tubulin-Netzwerk der Zelle beeinflussen, wie zum Beispiel Colchizin, 
Demecolcin, Paclitaxel und Tubulozol den MIF-Transport nicht beeinflussen 
(Flieger et al., 2003). Wie schon bereits für IL-1ß und FGF-2 gezeigt, wurde 
auch bei der MIF-Sekretion ein Zusammenhang zu ABC-Transportern 
hergestellt: Hemmstoffe des ABC-Transporters, Glyburid und Probenecid, 
inhibieren die MIF-Sekretion signifikant. Da beide Inhibitoren insbesonders auf 
die ABCA1-Subklasse einen hemmenden Effekt ausüben, ist anzunehmen, 
dass diese Unterkategorie der ABC-Transporter bei dem Export von MIF 
involviert ist. An welcher Stelle genau und in welcher Form ABC-Transporter in 
den Sekretionsprozess von MIF involviert sind, ist noch unklar. Die bisherigen 
Daten zur MIF-Sekretion deuten darauf hin, dass MIF und IL-1ß, die ja 
ausserhalb der Zelle ein ganz ähnliches Spektrum an proinflammatorischen 
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Aktivitäten ausüben, möglicherweise auch einen ganz ähnlichen 
Sekretionsmechanismus aufweisen.  
 
HMGB1 
Das high mobility group box protein-1 (HMGB1) ist ein hoch konserviertes  
Protein, welches aus den DNA-bindenden Domänen der A-Box (Aminosäure 1-
79) und der B-Box (Aminosäure 89-163) und aus dem hoch repetitiven C-
terminalen Schwanz (Aminosäure 166-215) besteht. Es vermittelt die Interaktion 
von Transkriptionsfaktoren mit der DNA innerhalb des Chromatins im Zellkern 
(Bianchi et al., 2000). Zudem zeigt sich, dass HMGB1 von monozytären Zellen 
nach Gabe von Stimuli, wie zum Beispiel LPS, auch  sezerniert wird (Wang et 
al., 1999). Neben der passiven Sekretion, die im Rahmen von nekrotischen 
Prozessen der Zelle stattfindet (Scaffidi et al., 2002), gibt es auch einen aktiven 
Sekretionsprozess, bei dem  eine sich in der Molekularstruktur von der passiven 
Sekretion unterscheidende acetylierte HMGB1-Form sezerniert wird (Gardella 
et al., 2002). HMGB1 enthält wie die anderen nicht-klassisch sezernierten 
Proteine kein klassisches Signalpeptid (Müller et al., 2001). Nach Aktivierung 
von Monozyten mit LPS zeigt sich eine Umverteilung des HMGB1 vom Zellkern 
ins Zytoplasma (Gardella et al., 2002). Dabei spielt die Acetylierung spezifischer 
Lysinreste des HMGB1 eine große Rolle. Durch diese Acetylierung wird die 
Retranslokation von HMGB1 in den Kern verhindert und führt so zu einer 
Akkumulation von HMGB1 im Zytoplasma (Bonaldi et al., 2003). Durch eine 
detaillierte ultrastrukturelle Analyse zeigte sich, dass das vom Kern ins 
Zytoplasma translozierte HMGB1 sich dort in einer endolysosomalen Struktur 
anreichert und ins extrazelluläre Milieu sezerniert wird (Gardella et al., 2002). 
Der Export von HMGB1 wird durch eine intrazelluläre Ca2+-Erhöhung getriggert 
(Passalacqua et al., 1997). Somit ähnelt der Transportweg stark dem der IL-1ß 
Sekretion, jedoch unterscheidet sich die Sekretion von HMGB1 zu derjenigen 
von IL-1ß stark in der Zeitkinetik. Während IL-1ß schon innerhalb von Minuten 
nach Monozyten-Aktivierung freigesetzt wird, erscheint HMGB1 erst nach 8 
Stunden im extrazellulären Überstand. Die höchsten HMGB1 Konzentrationen 
werden nach 18 Stunden gemessen (Wang et al., 1999). So stellt sich die 
Frage, ob es sich bei der Sekretion von HMGB1 um eine andere Population von 
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endolysosomalen Vesikeln handelt als bei der IL-1ß-Sekretion (Gardella et al., 
2002).  
HMGB1 fungiert als ein auto- und parakrines Signalmolekül und fördert die 
Differenzierung der sezernierenden Zelle selbst wie auch der in der 
Nachbarschaft gelegenen Zellen (Passalacqua et al., 1997). Eine weitere 
entscheidende Rolle des sezernierten HMGB1 liegt darin, dass HMGB1 ein 
später Mediator der inflammatorischen Immunantwort ist. Die Injektion von 
HMGB1 verursacht in Mäusen einen toxischen Schock und Antikörper gegen 
HMGB1 unterdrücken die von LPS induzierte Endotoxämie im Mäusemodell, so 
dass HMGB1 als ein Mediator der Endotoxizität bei Mäusen angesehen werden 
kann (Wang et al., 1999). Dabei vermag HMGB1 auch die Hochregulation von 
anderen proinflammatorischen Faktoren wie zum Beispiel TNF, IL-1α, IL-1ß und 
IL-6 zu induzieren. Dies geschieht über die ersten 20 Aminosäuren der B-Box 
(Li et al., 2003). 
 
Engrailed Homeoproteine 
Homeoproteine sind eine Klasse von Transkriptionsfaktoren, die strukturell und 
funktionell hoch konserviert sind und in viele unterschiedliche Prozesse, von 
embryonalen Entwicklungsschritten bis hin zu terminalen 
Differenzierungsprozessen, involviert sind. Homeoproteine binden über ihre 
Homeodomäne, eine aus 60 Aminosäuren bestehende hoch konservierte 
Struktur, an ihre DNA-Zielstruktur. Ihrer Rolle als Transkriptionsfaktoren 
entsprechend sind sie vornehmlich im Zellkern lokalisiert. Engrailed 
homeoproteine Subtyp 2 (En2) gehört zur Gruppe der Homeoproteine. Joliot et 
al. entdeckten, dass eine Subpopulation von En2 in „Caveolae”-ähnlichen 
Strukturen in der Zellperipherie lokalisiert ist (Joliot et al., 1997). Durch 
Protease-Protection–Experimente zeigte sich, dass ein kleiner, aber 
signifikanter Anteil von 5 % des gesamten zellulären En2 in 
membrangebundenen Vesikeln lokalisiert ist. Bei einer Kokultivierung von 
primären Rattenneuronen und COS Zellen (Zelllinie aus Affen-Fibroblasten, mit 
dem SV-40 Virus transformiert), die das Hühner Autolog von En2 enthielten, 
zeigte sich ein intrazellulärer En2 Transfer (Joliot et al., 1998). Somit ist 
anzunehmen, dass ein gewisser Anteil des En2 sezerniert wird und zwar, da 
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kein klassisches Signalpeptid vorhanden ist, über einen alternativen 
Sekretionsweg. Auch der Import von cEn2 scheint auf nicht-klassischem Wege 
stattzufinden, da bei den oben beschriebenen Kokultivierungsversuchen die 
Aufnahme von cEn2 in die Rattenneuronen von einem ungewöhnlichen 
Tryptophan-Phenylalanin-Motiv in Position 48-49 abhing. Die Aufnahme von 
Proteinen, die eine Homeodomäne besitzen, unterscheidet sich von der 
klassischen Endozytose, da die Homeoproteine über eine direkte Translokation 
über die Zellmembran in die Zelle aufgenommen werden (Joliot et al., 1998).  
Es stellte sich desweiteren heraus, dass durch die Wegnahme einer 11 
Aminosäuren langen Sequenz innerhalb der Homeodomäne von En2 dieses 
nicht mehr sezerniert und auch nicht mehr in den vor Proteasen geschützten 
Kompartimenten der Zelle gefunden werden konnte. Später zeigte sich, dass es 
sich bei dieser 11 Aminosäuren enthaltenden Sequenz um ein nukleäres 
Exportsignal handelte (Maizel et al., 1999). Somit ist das Vorhandensein dieses 
nukleären Transportsignals eine Grundvoraussetzung dafür, dass En2 aus der 
Zelle hinaus transportiert werden kann, jedoch nicht als direktes 
Sekretionssignal für En2 anzusehen.  
Desweiteren stellte sich heraus, dass die Phosphorylierung einer serinreichen 
Domäne von En2 (Aminosäuren 150-156) durch die Proteinkinase CK2 
spezifisch die En2-Sekretion, nicht jedoch die En2-Aufnahme in die Zelle 
hemmt (Maizel et al., 2002). Da die Aufnahme in die Zelle durch die 
Phosphorylierung nicht behindert wird ist davon auszugehen, dass es spezielle 
intrazelluläre Prozesse und nicht die Translokation über die Zellmembran ist, 
die durch die Phosphorylierung behindert werden. Die Zugänglichkeit der 
serinreichen Domäne für die CK2 wird durch die Umpositionierung von ihrem 
ursprünglichen Sitz zum C-Terminus von En2 noch zusätzlich erhöht und somit 
findet sich bei Sitz der serinreichen Domäne am C-Terminus eine noch stärkere 
Hemmung des intrazellulären Transfers von En2. Somit könnte die 
Phosphorylierung durch die CK2 ein Prozess sein, über den der intrazelluläre 
Transfer und die Sekretion von En2 effektiv gesteuert werden kann. 
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Virale Hilfsproteine 
HIV-TAT ist eines der Hilfsproteine, welches das humane Immundefizienzvirus 
(HIV) gemeinsam mit anderen strukturellen und enzymatischen Proteinen zu 
seiner Virusreplikation benötigt. TAT wird über einen alternativen 
Sekretionsweg sezerniert und hat in seiner extrazellulären Form in hoher 
Konzentation (> 100 ng/ml) einerseits einen stimulierenden Effekt auf die HIV-1-
Genexpression und in niedrigeren Konzentrationen (zwischen 0,1 ng/ml und 1 
ng/ml) einen stimulierenden Effekt auf das Wachstum von Zellen, die von 
Kaposi Sarkoma Zellen abstammen (Ensoli et al., 1993). HIV-TAT besitzt kein 
klassisches Signalpeptid und wird sezerniert, wobei ausgeschlossen wurde, 
dass die Sekretion von HIV-TAT zelllysebedingt auftritt (Chang et al., 1997; 
Ensoli et al., 1993). Ein Bestandteil der Primärstruktur von HIV-TAT ist dessen 
Transduktionsdomäne, eine aus basischen Aminosäuren bestehende Struktur 
mit je 6 Arginin- und 2 Lysinresten innerhalb einer linearen Sequenz von 9 
Aminosäuren. Diese Transduktionsdomäne ermöglicht, dass HIV-TAT durch die 
Zellmembranen hindurch translozieren kann und wird experimentell dazu 
genutzt, auch andere an HIV-TAT gekoppelte Proteine in die Zelle 
hineinzubringen (Becker-Hapak et al., 2001). Der genaue Mechanismus, wie 
HIV-TAT über die Zellmembran transloziert, ist noch nicht genau bekannt, es 
wird jedoch angenommen, dass sowohl die an HIV-TAT gekoppelten Proteine, 
abhängig von ihrer Größe, Zusammensetzung und ihrer Bindungsform zu HIV-
TAT, als auch anionische Strukturen auf der Zelloberfläche einen Einfluss auf 
den Transportmechanismus ausüben. Die Freisetzung von Tat wird nicht durch 
Brefeldin inhibiert, was gegen einen klassischen Sekretionsweg spricht (Chang 
et al., 1997).  
Im Gegensatz zu IL-1ß, Thioredoxin und bFGF wird jedoch durch Methylamin 
die Sekretion von HIV-TAT nicht gehemmt. Die Tatsache, dass Methylamin die 
Sekretion von HIV-TAT nicht hemmt, spricht gegen einen über Endosomen 
vermittelten Prozess, wie er für IL-1ß vorgeschlagen wurde (Chang et al., 
1997). Durch Serum-freies Medium wird die Sekretion von HIV-TAT verstärkt 
(Chang et al., 1997). Auch dies ist gegensätzlich zu IL-1ß und bFGF, bei denen 
Serum-freies Medium die Endo- oder Exozytose hemmt (Rubartelli et al., 1990; 
Mignatti et al., 1992). Ein Temperaturanstieg von 37 °C auf 42 °C verstärkt die 
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Freisetzung von HIV-TAT, wohingegen bei niedrigen Temperaturen (4 °C) 
weniger HIV-TAT freigesetzt wird (Chang et al., 1997).  
Zusammenfassend kann man sagen, dass HIV-TAT auf Stressbedingungen wie 
hohe Temperaturen und Serumentzug mit verstärkter Sekretion reagiert. HIV-
TAT wird bereits nach 30 min freigesetzt. Sezerniertes HIV-TAT liegt einmal in 
freier aber auch extrazellulär gebunden an HSPG (heparan sulfate 
proteoglycan: ein Bestandteil der extrazellulären Matrix) vor. Durch Heparin 
kann HIV-TAT aus seiner Bindung mit HSPG herausgelöst werden. Heparin 
bindet HIV-TAT über seine sogenannte basic region, und verringert oder 
inhibiert TAT-Effekte (Chang et al., 1997).  
Auch das Strukturprotein VP22 des Herpes Simplex Virus 1 (HSV-1) besitzt 
keine Signalsequenz und wird trotzdem aus den Zellen, in denen es 
synthetisiert wird, exportiert (Elliott et al., 1992). VP22 breitet sich von einer 
Subpopulation von mit VP22 transfizierten Zellen auf die nicht transfizierten 
Nachbarzellen aus und reichert sich dort im Zellkern an, wo es letztendlich 
Chromatin bindet (Elliott and O'Hare, 1997). Die Anreicherung im Zellkern ist 
dabei ein zellzyklusgesteuerter Prozess (Elliott and O'Hare, 2000). Der Export 
von VP22 wird nicht durch Brefeldin inhibiert, was für einen ER/Golgi-
unabhängigen Sekretionsweg spricht (Elliott and O'Hare, 1997). Da auch noch 
bei einer Temperatur von 4 °C VP22 in die Zelle aufgenommen werden kann, 
scheint nicht nur der Sekretionsweg, sondern auch der Endozytoseprozess 
über einen alternativen Weg zu laufen und temperaturunabhängig zu sein 
(Elliott and O'Hare, 1997). Das am Zytoskelett konzentrierte Verteilungsmuster 
von VP22 deutet auf eine mögliche Interaktion zwischen VP22 und Elementen 
des Zytoskeletts der Zelle hin. Nocodazol, welches das Mikrotubuli-Netzwerk 
depolymerisiert, hat keinen hemmenden Effekt auf die Aufnahme von VP22 in 
die Zelle, wohingegen Cytochalasin D, welches die Mikrofilament-Strukturen in 
der Zelle zerstört, zu einer dramatisch veränderten Oberflächenbindung von 
VP22 führte. Zusätzlich führte die Gabe von Cytochalasin D dazu, dass weniger 
VP22 in die Zellen importiert wurde und das Verteilungsmuster innerhalb der 
Zelle verändert war (Elliott and O'Hare, 1997). Die Daten legen also nahe, dass 
der VP22-Import ein intaktes Aktin-Netzwerk benötigt.  
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MRP8/14  
Myeloid-related proteins  MRP8 und MRP14 sind Kalzium-bindende Proteine 
der S-100 Proteinfamilie (Odink et al., 1987). Sie werden von Granulozyten und 
auch von undifferenzierten Monozyten exprimiert. Im Rahmen von 
inflammatorischen Prozessen werden MRP8 und MRP14 von Leukozyten 
sezerniert. Weder MRP8 noch MRP14 besitzen ein klassisches Signalpeptid, so 
dass auch hier von einem Golgi/ER-unabhängigen Transport aus der Zelle 
ausgegangen wird. Diese Vermutung wird dadurch bestärkt, dass weder 
Brefeldin noch Monensin, beides Inhibitoren des klassischen Sekretionsweges, 
die Sekretion von MRP8/14 hemmen (Rammes et al., 1997).  
In die Sekretion von MRP8/14 ist die Aktivierung der Proteinkinase C involviert, 
denn spezielle Inhibitoren dieser Proteinkinase führen zu einer verminderten 
Freisetzung von MRP8/14. Inhibitoren, die das Mikrotubuli-Netzwerk 
beeinflussen, reduzieren die MRP8/MRP14-Sekretion deutlich: Die PMA 
(Phorbol-12-myristat-13-acetat)-induzierte Sekretion von MRP8/14 in 
peripheren Blutmonozyten wird unterdrückt, wenn das Zellkulturmedium zuvor 
mit Colchizin, Demecolcin oder Nocodazol konditioniert wurde. Nach PMA-
Stimulation ändert sich die MRP8/14 Verteilung in der Zelle von einem diffusen 
zytoplasmatischen Muster zu einem Tubulin-Netzwerk-gebundenen Muster. Der 
MRP8/MRP14-Komplex führt zur Mikrotubulinpolymerisation. MRP14 ist dabei 
die regulatorische Untereinheit und kann durch die p38 Mitogen-aktivierte 
Proteinkinase MAPK phosphoryliert werden, wodurch die Tubulinpolymerisation 
verhindert wird. Allerdings wird die Phosphorylierung der MRP14-Untereinheit 
durch die MRP8-Bindung antagonisiert. Erst bei einer Erhöhung der 
intrazellulären Kalziummengen kann es durch Konformationsänderungen des 
MRP8/MRP14-Komplexes zu einer Phosphorylierung der MRP14-Untereinheit 
kommen, wodurch der stabilisierende Effekt des MRP8/MRP14-Komplexes auf 
die Mikrotubuli aufgehoben wird und es zur Migration kommen kann (Vogl et al., 
2004).   
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Vordaten, die eine Sekretion von YB-1 nahelegen 
Bei der histologischen Auswertung eines Krankheitsmodells, bei dem in Ratten 
durch Injektion eines monoklonalen Antikörpers (OX-7) eine 
mesangioproliferative Glomerulonephritis induziert wurde, entdeckten wir, dass 
YB-1 am 4. Tag post injectionem nicht nur vom Nukleus ins Zytoplasma 
transloziert und hochreguliert war, sondern auch, dass YB-1 nicht mehr auf die 
Zellgrenzen beschränkt war und auch extrazellulär lokalisiert zu sein schien 
(siehe Abbildung 1.5). Auch der Nachweis von YB-1-Fragmenten in Urinen von 
Patienten mit progredienter IgA-Nephropathie und weitere Zellkulturversuche 
mit Rattenmesangialzellen, bei denen nach PDGF-BB-Stimulation YB-1 und 
YB-1-Fragmente im Kulturüberstand nachgewiesen wurden, legten den 
Verdacht nahe, dass YB-1 neben seinen zahlreichen intrazellulären Funktionen 
unter bestimmten Bedingungen sezerniert wird. Da im YB-1-Protein kein 
klassisches Signalpeptid vorliegt, stellt sich die Frage, auf welche Art und 
Weise YB-1 in den Extrazellularraum gelangt. 
 
Abbildung 1.5: Glomeruläre YB-1-Expression im Tiermodell der Anti-Thy1.1-
Nephritis. 
Immunhistochemischer Nachweis von YB-1 in Ratten an den Tagen 1 (A) und 4 (B) 
nach Induktion der Anti-Thy1.1-Nephritis. 
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1.8 Zielsetzung der Arbeit 
Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, den Sekretionsweg des bisher umfassend für 
seine intrazellulären Funktionen charakterisierten Proteins YB-1 genauer zu 
untersuchen.  
Zunächst soll untersucht werden, durch welche Stimuli YB-1 sezerniert wird und 
in welchem Konzentrationsbereich und Zeitfenster dies geschieht. 
Anschließend soll analysiert werden, ob YB-1 über den klassischen 
Sekretionsweg und somit über den ER/Golgi-Pfad aus der Zelle ausgeschleust 
wird, und ob die hierfür beschriebenen post-translationalen Modifikationen für 
YB-1 nachweisbar sind. 
Zum Schluss soll durch die Anwendung verschiedener Inhibitoren, die den 
nicht-klassischen Transportweg von Proteinen aus der Zelle hinaus an 
verschiedenen Stellen hemmen können, festgestellt werden, ob YB-1 über den 
nicht-klassischen Weg aus der Zelle ausgeschleust wird und falls ja, wie der 
Transportmechanismus des nicht-klassischen Sekretionsweges im Detail 
aussieht.         
 
 
  
36 
 
 
 
2 Materialien und Methoden 
 
2.1 Materialien 
2.1.1 Geräte 
Apparatur  Western Blot        Biorad (München) 
Brutschrank          Hera cell, Heraeus (Hanau) 
Dampfsterilisator Varioclav, H&P Labortechnik 
Kühlzentrifugen Avanti30  Centrifuge, Beckmann 
(München) 
Centrifuge  5417R, Eppendorf 
(Hamburg) 
laser scanning Mikroskop Axiovert 100 M, Zeiss 
Lichtmikroskop Diavert, Leitz (Wetzlar) 
Luminometer Microlumat 96p, EG&G Berthold (Bad 
Wilbad) 
Photometer BioPhotometer, Eppendorf (Hamburg) 
Pipetten Eppendorf (Hamburg) 
Akku-betriebene Pipettierhilfe Hirschmann Laborgeräte (Eberstadt) 
Schüttler Vortex-Genie2, Scientific Industries, Inc 
(New York,USA) 
Sterile Arbeitsbank (Zellkultur) Hera safe Heraeus (Hanau) 
Thermoblock Thermomixer comfort, Eppendorf 
(Hamburg) 
Tischzentrifuge Centrifuge 5415D, Eppendorf 
(Hamburg) 
Transformator Power Pac 1000, Biorad (München) 
Überkopfschüttler Roto Shake Genie, Scientific 
Industries, Inc. (New York, USA) 
Ultrazentrifuge Sigma (Deisenhofen)  
Zentrifuge 3K-2, Sigma Arbeitskopf 11117 
(Deisenhofen) 
 
 
2.1.2 Verbrauchsmaterialien 
Beckmann-Röhrchen Nalgene (Hereford, England) 
Deckgläschen Engelbrecht Medizin- und Labortechnik 
GmbH (Edermünde) 
Nitrozellulosemembran Protran, Schleicher und Schuell  
(Porengröße: 0,45µm)        (Dasse)  
Objektträger Engelbrecht Medizin- und Labortechnik 
GmbH (Edermünde) 
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Parafilm American National Can. (Menshasa, 
USA) 
Petrischalen Nunc (Nürtingen) 
Pipettenspitzen Eppendorf (Hamburg) 
Plastikküvetten Becton Dickinson (Franklin Lakes, NJ, 
USA) 
Polystyrengefäße Becton Dickinson (Franklin Lakes, NJ, 
USA) 
Reaktionsgefäße Eppendorf (Hamburg) 
Röntgenfilme X-OMAT-AR, Kodak (Darmstadt) 
Spritzenfilter Nalgene (Hereford, England) 
Whatman-Filterpapier Biorad (München) 
Zellkulturplatten, 6 Vertiefungen Becton Dickinson (Franklin Lakes, NJ, 
USA) 
Zellkulturplatten, 96 Vertiefungen Becton Dickinson (Franklin Lakes, NJ, 
USA) 
Zellkulturflaschen, 75 cm² Becton Dickinson (Franklin Lakes, NJ, 
USA) 
Zellschaber Nunc (Nürtingen) 
 
 
2.1.3 Sterilisation 
Die Sterilisation von Lösungen und Gebrauchswaren erfolgt mittels feuchter 
Hitze im Autoklaven (Varioclav, H&P Labortechnik) für 30 Minuten bei 121 °C 
und 2 atm oder bei hitzeempfindliche Lösungen durch Sterilfiltration 
(Porengröße: 0,2 µm). 
 
2.1.4 Reagenzien 
Acryl-/Bisacrylamid 30 %        Serva (Heidelberg) 
Agar Difco Lab. (Detroit, Michigan, USA) 
Ammoniumpersulfat Biorad (München) 
Ammoniumsulfat Merck (Darmstadt) 
Ampicillin Sigma (Deisenhofen) 
Beta-Mercaptoethanol Biorad (München)   
Biotin Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) 
Bromphenolblau Biorad (München) 
Calciumchlorid  Sigma (Deisenhofen) 
Chloroquin Sigma (Deisenhofen) 
Coomassie Brilliant Blue R-250 Biorad (München) 
Dextrose Merck (Darmstadt) 
Diaminobenzidin-Substrat (DAB) Sigma (Deisenhofen) 
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1,2-Diaminocyclohexan-N,N,N’,N’-       ICN Biomedicals (Cleveland, Ohio, 
Tetraessigsäure         USA) 
Dithiothreitol (DTT) Biorad (München) 
Dimethylsulfoxid (DMSO) ICN Biochemicals (Cleveland, Ohio, 
USA) 
Doxizyklin Life Technologies (Eggenstein) 
ECL-Reagenzien  Amersham (Braunschweig) 
EDTA Sigma (Deisenhofen) 
EGTA Sigma (Deisenhofen) 
Endoglycosidase Puffer  New England Biolabs, Inc, (Frankfurt) 
Essigsäure  Merck (Darmstadt) 
Ethanol, 70 % Apotheke des Universitätsklinikums der  
RWTH Aachen (Aachen) 
Fetales Kälberserum (FKS) Gibco BRL Life Technologies 
(Karlsruhe) 
Geneticin G418 Calbiochem (Darmstadt) 
Glukose Sigma (Deisenhofen) 
Glyzerin Merck (Darmstadt) 
Glyzin Sigma (Deisenhofen) 
Histoclear Roth (Karlsruhe) 
Hefeextrakt Difco (Hamburg) 
HEPES Roth (Karlsruhe) 
Hygromycin Gibco BRL Life Technologies 
(Karlsruhe) 
Immu-Mount Shandon (Pittsburgh, USA) 
Insulin Sigma (Deisenhofen) 
IPTG Sigma (Deisendorf) 
Kaliumchlorid Merck (Darmstadt) 
Kanamycin Sigma (Deisenhofen) 
Lipopolysaccharide (LPS) Sigma (München) 
von dem E. coli Serotyp 026: B6  
gelöst in H2O  
Lymphoflot BiotestAG (Dreieich) 
Lysozym  Sigma (Deisendorf) 
Magermilch-Trockenpulver Lasana (Herford) 
Magnesiumchlorid  Calbiochem (Darmstadt) 
Magnesiumsulfat Merck (Darmstadt) 
Maßstäbe für Agarose-Gele Gibco BRL Life Technologies 
(Karlsruhe) 
1 kb-ladder 
100 bp-ladder  
Methanol Apotheke des Universitätsklinikums der  
RWTH Aachen (Aachen) 
Molekulargewichtsstandard Rainbow coulored protein molecular 
für SDS-PAGE (gefärbt) weight markers, RPN756, Amersham 
(Freiburg) 
Natriumacetat Merck (Darmstadt) 
Natriumchlorid Merck (Darmstadt) 
di-Natriumhydrogenphosphat- Merck (Darmstadt) 
Dihydrat 
Natriumdodecylsulfat (SDS) Biorad (München) 
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Natronlauge (10 N) Merck (Darmstadt) 
Nicht-essenzielle Aminosäuren  Gibco BRL Life Technologies 
(Gemisch, 100 mM) (Karlsruhe) 
  
Nonidet P-40 Sigma (Steinheim) 
Pansorbin (Staphylokokkenlysat) Calbiochem (La Jolla, CA, USA) 
Paraformaldehyd Merck (Darmstadt) 
PBS Sigma (Deisenhofen) 
(Dulbecco’s Phosphate Buffered  
Saline) 
PDGF-BB  Medizinische Klinik II des 
Universitätsklinikums der RWTH 
Aachen (Arbeitsgruppe Priv.-Doz. Dr. 
Dipl.-Biol. Tammo Ostendorf) 
Penicillin/Streptomycin Gibco BRL Life Technologies 
(Karlsruhe) 
Peptone Difco (Hamburg) 
Pepstatin Roche (Mannheim) 
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Biorad (München) 
Proteinase-Inhibitoren „complete mini“, Proteasen-Inhibitoren  
(Serin-, Cystein-, Metalloproteasen, Roche Diagnostics GmbH (Mannheim) 
 Calpain) 
Resin Biorad (München) 
SerEx Serum Ersatz PAA Laboratories GmbH (Pasching, 
Österreich) 
Sodium-Orthovanadat Sigma (Deisenhofen) 
Spinner-Medium Sigma, (Taufkirchen) 
Streptavidin Danova (Hamburg) 
N,N,N‘,N‘-tetramethylethylendiamin  Biorad (München) 
(TEMED)  
TCA (Trichloressigsäure)   Sigma (München)   
Triton X-100 Sigma (Deisenhofen)   
Tris-HCl Roth (Karlsruhe) 
Tris Ultra Pure ICN Biomedicals (Cleveland, Ohio, 
USA) 
Trypan-Blau Sigma (München) 
Trypsin-EDTA  Gibco BRL, Life Technologies 
(0,25 % Trypsin, 1 mM EDTA) (Karlsruhe) 
Trypton Bacto-Tryptone, Difco Lab. (Detroit, 
Michigan, USA) 
Tween-20 Biorad (München) 
Xylol Roth (Karlsruhe) 
Wasserstoffperoxid [H2O2 (30 %)] Merck (Darmstadt) 
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Zellkulturmedien: 
1.) Dulbecco’s modifiziertes Eagle  Gibco BRL Life Technologies 
 Medium  (Karlsruhe) 
(DMEM/F12) mit GlutaMAX-II (1:1) 
mit Pyridoxin,  
2.) RPMI 1640 Medium mit L-  Gibco BRL Life Technologies  
Glutamin  (Karlsruhe) 
3.) S-MEM Medium Invitrogen (Karsruhe) 
4.) Mono Mac 6 Medium: 
RPMI 1640 Medium  Gibco BRL Life Technologies 
mit 2 mM Glutamin (Karlsruhe) 
10 % fetales Kälberserum Gibco BRL Life Technologies 
(Karlsruhe) 
Lösung nichtessentieller  Gibco BRL Life Technologies  
Aminosäuren 1 %  (Karlsruhe) 
Pyruvat 1 mM Fluka (Buchs, Schweiz) 
Oxalacetat 1 mM  Sigma (München) 
gelöst in Millipor-Wasser 
Insulin 9 µg/ml  Sigma (München) 
gelöst in phosphatfreiem Puffer  
Penicillin 100 U/ml  Gibco BRL Life Technologies 
(Karlsruhe) 
Streptomycin 100 µg/ml Gibco BRL Life Technologies 
(Karlsruhe) 
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2.1.5 Häufig verwendete Puffer und Lösungen 
EDTA-Stammlösung (0,5 M)  146,1 g/l EDTA 
PBS-CM  PBS mit Zusatz von 0,1 mM Calciumchlorid  
  und 1 mM Magnesiumchlorid  
PBS-EDTA  PBS mit Zusatz von 1 mM EDTA 
RIPA-Puffer  50 mM Tris-HCL, pH 7,4 
  150 mM NaCl 
  1 % (w/v) Nonidet P-40 
  0,25 % (w/v) Natriumdeoxycholat 
  1 mM EDTA 
Proben Puffer (reduzierend) 500 mM EDTA 
 1 % Bromphenolblau 
 10 % Beta-Mercaptoethanol 
Sodium-Orthovanadat  3,6 g/100 ml Aqua dest., pH 10,0  
(200 mM) Die Lösung wird gekocht, bis sie farblos 
erscheint 
TE-Puffer  10 mM Tris-HCL, pH 8,0 
0,1 mM EDTA  
 
Phosphatfreier Puffer (reduzierend) 
Puck A  137 mM NaCL 
 5,36 mM KCL 
4,17 mM NaHCO3 
5,05 mM Glucose (D+Glucose-Monohydrat) 
in 1 l Aqua dest lösen und mit CO2 begasen bis pH 6,0 erreicht ist   
Puck B  7,5 % NaHCO3 
Der Phosphatfreie Puffer wird aus den Stammlösungen „Puck A“ und „Puck B“ 
im Verhältnis 5:6 hergestellt. 
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2.1.6 Antikörper 
 
 
 
Tabelle 2.1: Erstantikörper 
Antikörper Typ Quelle Verdünnung 
im Western 
blot 
Verwendung 
GFP Monoklonales 
IgG 
Clontech 1:5000 Immunpräzipitation, 
Western blot, 
Immunfluoreszenz 
HA-Tag  Polyklonales 
IgG 
Santa Cruz 
(Y-11 B1203 Sc 
805) 
Lot I1603 
1:1000 Western blot 
Anti-DbpB-
Antikörper 
Polyklonales 
IgG 
Mertens et al., 1999  1:5000 Immunpräzipitation, 
Western blot 
Anti-MIF  Serum Freundlicherweise 
zur Verfügung 
gestellt von Prof. 
Bernhagen, Institut 
für Biochemie der 
RWTH Aachen 
(Ka565) 
1:1000 Western blot 
Actin Monoklonales 
IgG 
Santa Cruz (C-2) 
Sc-8432 
1:100-
1:1000 
Western blot 
Immun-
globulin G 
 DAKO (Glostrup, 
Denmark) 
 Positivkontrolle im 
Deglykosylierungsversuch  
Anti-Maus-
BrdU 
(Peroxidase-
gekoppelt) 
Monoklonaler 
Antikörper 
von Maus-
Hybridoma 
Zellen (clone 
BMG 6H8) 
Roche (Basel) 1:100 Antikörper für BrdU-
Aufnahme 
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Zweitantikörper 
Anti-Mouse-Ig 
Dieser Sekundärantikörper erkennt Immunglobuline von Mäusen und ist an 
seinem Fc-Teil mit dem Peroxidase-Enzym gekoppelt, welches in der Lage ist, 
die ECL-Lösung in einen lumineszierenden Farbstoff, der auf einem 
Röntgenfilm detektiert werden kann, umzusetzen. 
Anti-Kaninchen-Ig 
Dieser Sekundärantikörper erkennt Immunglobuline von Kaninchen und ist an 
seinem Fc-Teil mit dem Peroxidase-Enzym gekoppelt, welches in der Lage ist, 
die ECL-Lösung in einen lumineszierenden Farbstoff, der auf einem 
Röntgenfilm detektiert werden kann, umzusetzen. 
Anti-Ziege-Ig 
Dieser Sekundärantikörper erkennt Immunglobuline von Ziegen und ist an 
seinem Fc-Teil mit dem Peroxidase-Enzym gekoppelt, welches in der Lage ist, 
die ECL-Lösung in einen lumineszierenden Farbstoff, der auf einem 
Röntgenfilm detektiert werden kann, umzusetzen 
TRITC-markierter Antikörper 
Der TRITC-markierte Sekundärantikörper ist ein Antikörper, der das murine IgG 
am Fc-Teil erkennt. Er ist an  Tetramethyl-Rhodamin-Thiocarbamoyl (TRITC) 
gekoppelt, welches auf Anregung Licht einer bestimmten Wellenlänge emittiert. 
Die maximale Anregung erfolgt bei einer Wellenlänge von etwa 543 nm. Bei 
dieser Anregung emittiert er Licht im Bereich von 530 nm bis über 600 nm mit 
einer maximalen Intensität bei 580 nm. 
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2.1.7 Modulatoren der Proteinsekretion 
 
Name Abkürzung Lösungsmittel Bezugsquelle 
Brefeldin A BFA Methanol Sigma 
Ionomycin 58168 DMSO Sigma 
Colchizin Col Ethanol Sigma 
Glyburid Gly DMSO Sigma 
Monensin Mon Ethanol Sigma 
Paclitaxel Pacli DMSO Sigma 
Probenecid Prob DMSO Sigma 
Reserpin R0875 DMSO Sigma 
Sulfobromophthalein BSP DMSO Sigma 
Tubulozol Tubu DMSO Sigma 
 
2.1.8 Plasmide 
 
Name 
pTet-
OFF 
Bedeutung 
Regulationsvektor     
im Tet-Off-
System 
Hersteller 
Freundlicherweise zur 
Verfügung gestellt von H. 
Bujard (Universität 
Heidelberg) 
pTRE-
HA 
Kontrollvektor 
imTet-Off-System 
Invitrogen (Karlsruhe) 
 
pTRE-
HA-YB-1 
Tetrazyklin-
responsiver 
Vektor im Tet-Off 
System 
Invitrogen (Karlsruhe) 
 
pTK-Hyg Resistenzvektor      
im Tet-Off System 
Freundlicherweise zur 
Verfügung  gestellt von H. 
Bujard (Universität 
Heidelberg) 
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pRSET-
HIS-T7-
YB-1 
 Vektor zur 
Herstellung von 
rekombinantem 
Protein 
 
Invitrogen (Karlsruhe) 
2.1.9 Enzyme  
N-Glycosidase F  PNG-ase F New England Biolabs, Inc 
(Frankfurt) 
 
2.1.10 Bakterienstamm E.coli BL21DE3  
Der E. coli Stamm BL21 (Invitrogen, Groningen, Niederlande) wird zur 
Herstellung von rekombinantem Protein benutzt. Die Zellen enthalten eine T7-
RNA-Polymerase, welche durch Isopropyl-1thio-ß-D-galactopyranoside (IPTG) 
induzierbar ist und durch welche  die Genexpression von Plasmiden mit 
integriertem T7-Promotor ermöglicht wird. 
 
2.1.11 Zelllinien 
Zelllinien und Kulturmedien 
 
Name THP-1 
Herkunft humane Monozyten 
Medium RPMI 1640, supplementiert mit 10 % FKS, 2 mM L-Glutamin, 100 
U/ml Penicillin und 100 µg/ml Streptomycin 
 
Name Mono Mac 6 Zellen (MM6) 
Herkunft humane Monozyten, monoblastische Leukämiezellen, 1985 aus 
dem Blut eines männlichen Patienten mit monoblastischer 
Leukämie isoliert. MM6 Zellen exprimieren phänotypische und 
funktionelle Merkmale reifer Monozyten.  
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Medium 
 
RPMI-Medium 1640, supplementiert mit 10 % FKS, 2 mM Glutamin, 
1 mM Pyruvat, 1% nichtessentielle Aminosäuren, 9 µg/ml Insulin, 1 
mM Oxalacetat, 100 U/ml Penicillin und 100 µg/ml Streptomycin 
  
Name Rattenmesangialzellen (rMc) 
Herkunft Ratte 
Medium RPMI 1640, supplementiert mit 10% FKS, 2 mM L-Glutamin, 100 
U/ml Penicillin und 100 µg/ml Streptomycin, bei Mediumwechsel 4 
µl/ml Medium Geneticin (G418). Hierdurch wird das Überleben von 
Mesangiumzellen, welche kein Plasmid mehr enthalten, verhindert. 
Durch Zugabe von 2 µl Doxyzyklin zu 1 ml Medium wird eine 
Expression des Inserts verhindert. Durch Zugabe von 2 µl 
Hygromycin zu 1 ml Medium wird ein Befall der Kultur mit Pilzen 
verhindert. Das Medium der Zellen wird alle 3 Tage gewechselt und 
die Zellen ein Mal pro Woche passagiert. 
 
Name HK-2-Tubuluszellen (human kidney) 
Herkunft Proximale epitheliale Tubuluszellen aus dem Kortex der Nieren 
gesunder Männer, transformiert mit den Genen E6 und E7 des 
humanen Papillomavirus und dem SV40-Antigen. 
Medium 
 
RPMI 1640, supplementiert mit 10 % FKS, 2 mM L-Glutamin, 100 
U/ml Penicillin und 100 µg/ml Streptomycin. 
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Das Tet-Off System in Ratten-Mesangialzellen (rMC) 
Ratten-Mesangialzellen wurden nach Isolierung von Glomeruli männlicher 
Sprague Dawley-Ratten mittels der Mosaiktechnik in vitro bis zur Reinkultur 
gezüchtet (Lovett et al., 1983). Es wurde ein Tet-Off Modellsystem etabliert, bei 
dem je ein „regulatorisches“- (pTet-Off), ein „responsives-“ (pTRE-HA-YB-1) 
und ein „Selektionsplasmid“ (pTK-Hyg) stabil in die Rattenmesangialzellen 
transfiziert wurden. Die Anwesenheit von Geneticin und Hygromycin im 
Zellmedium dient durch Selektionierung von resistenten Klonen dazu, eine 
doppelt stabil transfizierte Rattenmesangialzelllinie zu erhalten. Wenn das 
regulatorische pTet-Off Protein an TRE bindet, findet die Transkription von YB-1 
statt. Bei Anwesenheit von Doxycyclin im Medium ist das regulatorische pTet-
Off nicht mehr in der Lage die Transkription von YB-1 zu aktivieren. Als 
Kontrollzelle dient eine Rattenmesangialzelle, die nur den HA-Tag exprimiert. 
 
Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der Genregulation im Tet-Off System: 
Der Transaktivator tTA bindet an das tetracyclin-response-element TRE und induziert 
in Abwesenheit von Doxycyclin die Transkription.   
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2.2 Methoden 
2.2.1 Methoden der Zellkultur 
Kultivierung von Zellen 
Die Kultivierung der Zellen (Ratten-Mesangialzellen und HK-2-Tubuluszellen) 
erfolgt bei 37 °C im einem Brutschrank mit einer 5%igen CO2-Begasung.  
Die Zellen werden in 75 cm2-Zellkulturflaschen kultiviert und je nach 
Wachstumseigenschaften etwa alle 3-7 Tage in eine neue Zellkulturflasche 
passagiert und das Medium alle 3 Tage erneuert. Hierbei wird die Zellzahl 
reduziert, um ein regelmäßiges Wachstum zu gewährleisten.  
Zum Passagieren wird das Medium abgesaugt und der Zellrasen einmal 
vorsichtig mit PBS gewaschen. Die Zellen werden durch 20 % Trypsin-EDTA in 
PBS nach etwa 3-5 Minuten vom Flaschenboden gelöst. Die Trypsinaktivität 
wird durch Zugabe von FKS-haltigem Medium gestoppt und die Zellen werden 
durch gleichmäßiges mehrmaliges Auf- und Abpipettieren vereinzelt.  
Etwa 1/5 bis 1/20 des Volumens wird in eine neue Zellkulturflasche gegeben 
und mit 10 ml frischem, steril filtriertem Medium aufgefüllt. 
Die Mono-Mac 6 Zellen liegen in Suspension vor. Für ihre Passagierung wird 
jeden 3. Tag 1/3 der Zellsuspension in 2/3 frisches Medium aufgenommen und 
in eine neue Zellkulturflasche überführt. 
Herstellung des Mono Mac 6 Mediums 
RPMI 1640 Medium (mit Glutamin) 
Lösung nichtessentieller Aminosäuren 1 % 
Pyruvat 1 mM 
Oxalacetat 1 mM gelöst in Millipor-Wasser 
Insulin 9 µg/ml gelöst in phosphatfreiem Puffer (bestehend aus Puck A und 
Puck B im Verhältnis 5:6) 
Penicillin 100 U/ml 
Streptomycin 100 µg/ml 
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2.2.2 Methoden für Proteine 
Zelllyse 
Zelllyse-Puffer   10 ml RIPA-Puffer 
      1 Tablette „complete mini“, Protease-Inhibitoren 
      50 µl  Aktiviertes Sodium-Orthovanadat  
Die Protease- und die Phosphatase-Inhibitoren  werden am gleichen Tag 
zugegeben, an dem  der Puffer auch verwendet wird. 
Die Zelllyse erfolgt mittels mechanischer und chemischer Zerstörung der 
Zellmembran. Das Zellsediment wird nach der Zellernte in 1 ml des Zelllyse-
Puffers suspendiert und dabei fünf Mal mit einer 2 ml-Spritze durch eine Nadel 
auf- und abgezogen. Das Gemisch wird für 15 Minuten bei 4 °C im 
Überkopfschüttler inkubiert und anschließend 15 Minuten bei 4 °C und 14.000 
rpm zentrifugiert. Im Sediment befinden sich aufgebrochene Membranen sowie 
partikuläre Bestandteile des Zytosols. Das im Überstand befindliche 
zytoplasmatische Zelllysat steht nun zur Western Blot-Analyse zur Verfügung. 
 
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western blot 
Puffer Bestandteile 
Coomassie-Entfärbelösung 40 % (v/v)   Methanol 
10 % (v/v)   Essigsäure 
Coomassie-Färbelösung 0,1 % (w/v) Coomassie Blue R-250 
40 % (v/v)   Methanol 
10 % (v/v)   Essigsäure 
2fach-Proben-Puffer (für SDS-PAGE)  
(reduzierend)   
 
500 mM   Tris-HCl, pH 6,8   
20 % (w/v)  Glyzerin 
10 % (w/v)  SDS 
500 mM   EDTA  
1 % (w/v)   Bromphenolblau 
10 % (w/v)  Beta-Mercaptoethanol  
4fach-Sammelpuffer (für SDS-PAGE)  0,5 M   Tris-HCl, pH 6,8  
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SDS-Elektrodenpuffer 30 g/l          Tris, pH 8,3  
144 g/l   Glyzin   
10 g/l          10%ige SDS- 
                   Stammlösung 
Stripping-Puffer  62,5 mM   Tris-HCl, ph 6,7 
2 %             SDS 
100 mM      Mercaptoethanol 
Transfer-Puffer     25 mM   Tris Base    
190 mM   Glyzin     
20 % (v/v)   Methanol 
4fach-Trennpuffer (für SDS-PAGE) 1,5 M   Tris Base, pH 8,8       
TTBS (Tris-gepufferte Salzlösung/ 
Tween-20)   
1 M    Tris-HCl, pH 8,0 
5 M    NaCl  
25 % (v/v)   Tween-20 
 
 
Zur Detektion der Proteine werden diese in einem denaturierenden SDS-
Polyacrylamid-Gel mittels Elektrophorese (der sogenannten SDS-PAGE) 
aufgetrennt. Das Gel besteht aus einem oberen Teil, in dem die Proben 
gesammelt werden (Sammelgel) und einem unteren Teil, dem sogenannten 
Trenngel. 
Die SDS-PAGE wurde mit einem Biorad-Gelelektrophorese-System 
durchgeführt.  
Nach gründlicher Reinigung der Glasplatten mit Aqua dest. und 70%iger 
Ethanollösung werden die zwei getrockneten Platten gegeneinander in die 
Apparatur zum Gießen der Gele eingespannt. 
Zunächst wird entsprechend den Angaben aus Tabelle 2.2 das 10%ige 
Trenngel hergestellt und bis etwa 1 cm unterhalb des oberen Randes der 
Glasplatte eingefüllt. Das Trenngel wird mit Aqua dest. überschichtet, um eine 
ebene Geloberfläche zu erhalten. Die Polymerisation des Gels dauert etwa 30 
Minuten. 
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Tabelle 2.2: Ansätze für Trenngele  
 
Das überschichtete Wasser wird abgegossen bzw. mit einem Filterpapier 
abgesogen. Nun wird das Sammelgel gemäß Tabelle 2.3 angesetzt, auf das 
polymerisierte Trenngel bis unmittelbar unter den oberen Rand der vorderen 
Glasplatte gegossen und der Biorad-Kamm zur Ausbildung der Geltaschen 
eingesetzt. Die Polymerisation des Trenngels dauert ebenfalls ca. 30 Minuten. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabelle 2.3: Ansätze für Sammelgele  
 
Nach der Polymerisation des Sammelgels werden die Glasplatten mit den 
gegossenen Gelen aus der Apparatur entnommen, in die Gelelektrophorese-
Apparatur eingespannt und in die Elektrophoresekammer eingesetzt. Die Gel-
Anzahl der Gele 2 4 
Aqua dest. 4 ml 8 ml 
Resolving Puffer 2,5 ml 5 ml 
SDS 10% 100 l 200 l 
Acryl-/Bisacrylamid 
30% 520 l 1040 µl 
TEMED 10 l 20 l 
APS 10% 100 l 200 l 
Anzahl der Gele 2 4 
Aqua dest. 2,4 ml 4,8 ml 
Stacking Puffer 1,0 ml 2,0 ml 
SDS 10% 40 l 80 l 
Polyacrylamid 30% 520 l 1040 µl 
TEMED 5 l 10 l 
APS 10% 50 l 100 l 
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taschen werden mit SDS-Elektrodenpuffer ausgespült und die Kammer 
anschließend mit dem Puffer bis zum oberen Rand gefüllt. Die Geltaschen 
werden mit den aufzutrennenden Proben (z.B. immunpräzipitiertes Zelllysat) 
befüllt. Maximal sind die Geltaschen mit 20 µl beladbar.  
Die Gelkammer wird an ein Spannungsgerät angeschlossen (100-150 V) und 
die SDS-Gelelektrophorese gestartet. Anschließend werden die Glasplatten mit 
den Gelen aus der Apparatur entnommen, die vordere Glasplatte mitsamt dem 
oberen Sammelgel entfernt und die hintere Glasplatte mit dem aufliegenden 
Trenngel kurz in Transferpuffer gelegt.  Das Gel kann nun nach Coomassie 
gefärbt (s.u.) oder für den Transfer auf eine Nitrocellulose-Membran vorbereitet 
werden. 
Coomassie-Färbung 
Die Coomassie-Färbung dient dem Sichtbarmachen aller im SDS-Gel 
aufgetrennten Proteine. Es wird z.B. eingesetzt, um die Reinheit von 
rekombinant hergestelltem Protein nachzuweisen. 
   Das Gel wird nach der SDS-PAGE für 30 Minuten in 20 ml Coomassie-
Färbelösung gelegt. Die Inkubation in der Entfärbelösung erfolgt ebenfalls über 
30 Minuten. Gegebenenfalls muss die Entfärbelösung mehrfach gewechselt 
werden, um den Hintergrund zu verringern und so die auf dem Gel angefärbten 
Proteinbanden sichtbar zu machen.  
Western blot 
Der Western blot erlaubt das spezifische Erkennen von Proteinen mittels 
Antikörper. Zu diesem Zweck werden die im Gel aufgetrennten Proteine auf 
eine Nitrocellulose-Membran überführt. 
Gemäß Tabelle 2.4 wird der Transfer der aufgetrennten Proteinfraktionen von 
dem SDS-Gel auf eine Nitrocellulose-Membran vorbereitet: 
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Kathode 
Schwamm 
Whatman-Filter 
Nitrozellulose-Membran 
SDS-Gel 
Whatman-Filter 
Schwamm 
Anode 
 
 
 
Tabelle 2.4: „Sandwich“-Aufbau beim Transfer 
 
Die Proteine werden bei 100 V und 4 °C  über 1 ½ Stunden auf die 
Nitrozellulosemembran transferiert. Anschließend wird die 
Nitrozellulosemembran in TTBS-Puffer gewaschen, die Membran in 5%iger 
Magermilch bei Raumtemperatur über 2 Stunden geblockt und anschließend 
drei Mal jeweils 10 Minuten in TTBS-Puffer gewaschen.  
Der Erstantikörper (mono- oder polyklonal) wird in TTBS-Puffer verdünnt für 6-8 
Stunden mit der Nitrozellulosemembran inkubiert. Nach erneutem Waschen der 
Membran - drei Mal jeweils 10 Minuten in TTBS-Puffer - wird der Peroxidase-
gekoppelte Sekundär-Antikörper (verdünnt in TTBS-Puffer) auf die Membran 
gegeben und für 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wird die 
Membran wiederum drei Mal für jeweils 10 Minuten in TTBS-Puffer gewaschen. 
Die Entwicklung des Blots erfolgt mit Hilfe des ECL-Systems (Amersham).  
Stripping 
Um Membranen nochmals mit einem anderen Antikörper untersuchen zu 
können, wird die Nitrozellulose-Membran kurz in TTBS-Puffer gewaschen und 
dann für 30 Minuten in Stripping-Puffer (100 mM Mercaptoethanol, 2 % SDS, 
62,5 mM Tris-HCl, pH 6,7) bei 65 °C inkubiert und drei Mal für jeweils 10 
Minuten in TTBS-Puffer gewaschen.  
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Aufreinigung von rekombinantem Protein  
 
1X Puffer A 
1X Puffer B 
2,9 ml 
47,1 ml  
Nativer Bindungspuffer 
(pH 7,8) 
 Dieser Puffer dient zur Chelatbildung und damit 
der Bindung vom exprimierten Histidin-
getaggtem Protein an die Nickelionen. 
Puffer B muss auf 37 °C im Brutschrank 
erwärmt werden. 
 
1X Puffer A 37 ml 
1X Puffer B 13 ml 
Nativer Waschpuffer  
(pH 6,0) 
Der Puffer wird für die Waschschritte 
verwendet, mittels derer unspezifisch 
gebundenes Protein herausgewaschen werden 
soll 
Die pH-Wert Einstellung des Bindungs- und des 
Waschpuffers erfolgt durch Zugabe von Puffer A 
(pH senken) und Puffer B (pH anheben) 
 
Nativer Imidazol-Elutionspuffer 
Molarität des  
Elutionspuffers 
3 M Imidazol   Waschpuffer 
50 mM 0,08 ml 4,92 ml 
200 mM 0,38 ml 4,62 ml 
350 mM 0,58 ml 4,42 ml 
500 mM 0,83 ml 4,17 ml 
Dieser Puffer dient der Elution von Protein mittels Imidazol-
Konzentrationsgradienten. Zur Herstellung werden der native Waschpuffer und 
die mitgelieferte Imidazol-Lösung in unterschiedlichen Volumenverhältnissen 
gemischt. Die Puffer entstammen einem fertigen Kit der Firma Qiagen (Hilden). 
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Dialyse-Puffer 
400 ml Glycerol (entspricht 20 % v/v) 
800 µl  EDTA-Stammlösung (0,5 M) 
40 ml NaCl-Stammlösung (5 M) 
20 ml HEPES-Stammlösung (2 M, pH 7,9) 
Ad 2000 ml Aqua dest. 
Der Dialysepuffer wird vor jedem Gebrauch frisch angesetzt und bei 4 °C 
gelagert. Vor jedem Gebrauch werden pro 0,5 l  Puffer 2 ml 0,2 M PMSF (bei -
20 °C im Ethanolstock) und  2 ml 1 M DTT frisch hinzugegeben. 
Transformation 
Für die Herstellung von rekombinantem Protein werden E. coli BL 21 
verwendet. Die Bakterien wurden mit einem pRSET-Vektor (Invitrogen, 
Karlsruhe) transformiert. In diesem Vektor befindet sich ein Insert welches 
neben dem T7-Promoter noch ein Hexahistidin-Affinitäts-Tag und das für YB-1 
kodierende Gen enthält (freundlicherweise  zur Verfügung gestellt von Dr. K. 
Chien, Universität von Kalifornien San Diego). 
Induktion der Expression 
Die transformierten Bakterienkolonie wird in 5 ml LB-Medium mit 100 µg/ml 
Ampicillin-Zusatz über 24 Stunden kultiviert. Mit 3 ml dieser Kultur werden 500 
ml LB-Medium mit Ampicillin-Zusatz angeimpft und für etwa 24 h bei 37 °C im 
Schüttler kultiviert, bis die optische Dichte  von 0,9 bei einer Wellenlänge von 
600 nm erreicht ist. Durch die Zugabe von Isopropyl-1thio-ß-D-
galactopyranoside (IPTG) bis zu einer Zielkonzentration von 1 mM wird die T7-
Polymerase induziert und das Protein überexprimiert. Die Expressionsphase 
findet für weitere 4  Stunden bei 37 °C im Schüttler statt. 
Zellaufschluss 
Anschließend werden die Bakterien geerntet: Dazu erfolgt ein 
Zentrifugationsschritt für 15 Minuten bei 3000 rpm. Das Zellpellet wird nun in 15 
ml nativem Bindungspuffer resuspendiert. Für die im Anschluss folgende Lyse 
der Zellen mit 100 µg/ml Lysozym werden noch 0,2 M PMSF und 1 mg/ml 
Pepstatin zu den Zellen hinzugegeben, damit die durch die Lyse freigesetzten 
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Proteinasen nicht das rekombinante Protein abbauen. Zur weiteren Lyse wird 
die Suspension dreimal im Abstand von einer Minute für 30 Sekunden bei 40 
Watt Ultraschall behandelt, gefolgt von drei Zyklen mit Schockfrierung in 
flüssigem Stickstoff und wiederholtem Auftauen bei 37 °C. Zur Entfernung von 
Zelltrümmern, nicht aufgeschlossenen Zellen und größeren Zellorganellen als 
Pellet wird der Aufschluss erneut bei 3000 rpm für 20 Minuten zentrifugiert und 
der Überstand noch einmal durch einen Spritzenfilter (0,8 µm Poren) weiter 
aufgereinigt. Das native Zellysat kann nun bei -80 °C eingefroren werden oder 
direkt weiterverarbeitet werden. 
 
Affinitätschromatografie  
Zur Aufreinigung des rekombinanten Proteins wendet man die 
Affinitätschromatografie an. Dabei bindet das aufzureinigende Protein über 
seinen Hexahistidin-Tag an Nickelionen, die an die Gelmatrix einer 
Aufreinigungssäule gebunden sind.  
Schließlich wird das spezifisch an die Nickelionen gebundene rekombinante 
Protein, nachdem unspezifische Bindungen durch einen Waschschritt beseitigt 
wurden, durch einen Elutionspuffer aus seiner Bindung in der Säulenmatrix 
herausgelöst. 
Die Säulen bzw. das enthaltene Resin werden vor dem Aufreinigen dreimal mit 
Aqua dest. gereinigt und anschließend mit dem Bindungspuffer auf die richtige 
Elektrolytkonzentration und den richtigen pH-Wert eingestellt. Hierzu wird das 
Resin bei 5000 rpm für 3 Minuten herunterzentrifugiert, der Überstand 
abgenommen und das Resin erst dreimal in 7 ml Aqua dest. und anschließend 
dreimal in 7 ml Bindungspuffer resuspendiert. Zur Bindung des rekombinanten 
Proteins an die Säulenmatrix wird das halbe Volumen des Zelllysats auf die 
vorbereiteten Säulen gegeben. Die Säulen werden im Überkopfschüttler für 
etwa 1 Stunde bei 4 °C inkubiert. Das Resin wird dann herunterzentrifugiert, der 
Überstand vorsichtig abgenommen und die andere Hälfte des Zelllysats auf die 
Säulen gegeben. Die Bindung erfolgt wieder bei 4 °C für 1 Stunde im 
Überkopfschüttler. Das Resin wird wieder herunterzentrifugiert und der 
Überstand verworfen. Zum Ablösen unspezifischer Proteinbindungen von der 
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Gelmatrix wird das Resin nun dreimalig mit Bindungspuffer und anschließend 
dreimalig mit dem Waschpuffer gewaschen. 
Zum Ablösen des rekombinanten Proteins aus der Affinitätssäule werden 
jeweils 5 ml des  nativen Imidazols als Elutionspuffer in aufsteigenden 
Konzentrationen (50 mM, 200 mM, 350 mM und 500 mM) über die Säule 
gegeben. Imidazol führt zu einer partiellen Denaturierung. Dadurch wird 
erreicht, dass der Affinitäts-Tag bevorzugt einen der frei in Lösung 
vorkommenden Bindungspartner wählt, und sich somit von der Säulenmatrix 
löst. Der Durchfluss der 5 ml Imidazol Lösung wird in 1ml-Portionen in 
Eppendorfgefäßen asserviert, so dass man aufgeteilt vier Fraktionen als 
Aliquots erhält. 
Die Aufreinigung des Proteins erfolgt durch Dialysieren gegen einen Dialyse-
Puffer. Hierfür werden etwa 5 cm lange Stücke des Dialyseschlauches in 
kochendem Wasser für etwa 10 Minuten eingeweicht. Das eine Ende wird 
verknotet, die einzelnen Aliquots werden eingefüllt und über eine Klammer am 
anderen Ende verschlossen. Die Dialyse erfolgt bei 4 °C im Dialyse-Puffer über 
Nacht. Am nächsten Morgen wird die Dialyseflüssigkeit noch einmal gewechselt 
und die Proben werden für weitere 3 Stunden dialysiert. Von jeder Probe 
werden 30 µl für weitere Proteinanalysen entnommen, die restlichen Proben 
werden in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.     
 
BrdU–Incorporation-Assay 
HK-2 und Rattenmesangialzellen werden in einer Dichte von 5×103/ Loch in 96-
Lochplatten ausgesät. Nach 24 Stunden Inkubation im Brutschrank bei 37 °C 
und 5%iger CO2-Begasung wird das Medium abgenommen, die Zellen einmal 
mit 100 µl PBS gewaschen und anschließend in 100 µl  RPMI Medium 
aufgenommen. Nun inkubiert man die Zellen für weitere 24 Stunden in FKS-
freiem Medium. Anschließend werden die 100 µl RPMI Medium von den Zellen 
abgenommen, die Zellen mit PBS gewaschen und erneut in 100 µl RPMI-
Medium aufgenommen. Zu den einzelnen Proben werden jeweils 10 % FKS als 
Positivkontrolle oder 0,1 bzw. 1 µg/ml des rekombinanten YB-1 Proteins 
hinzugegeben. Um auszuschließen, dass eine mögliche LPS Verunreinigung 
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einen Einfluss auf die von rekombinantem Protein ausgeübten Effekte ausübt, 
wurden zu jeweils 2 Proben anti-YB-1-Ak bzw. anti-YB-1-Ak und 1 µg/ml 
rekombinantes Protein hinzugegeben. 
Die Zellen bleiben für weitere 24 Stunden im Brutschrank. Nun wird zu jeder 
Probe 10 µl 5-bromo-2`-deoxyuridine (BrdU) hinzugegeben (Endkonzentration 
im Ansatz 100 µM). 
BrdU ist ein Thymidin-Analogon und wird von proliferierenden Zellen 
inkorporiert, da diese Zellen eine erhöhte DNA-Syntheserate besitzen, da ja 
bekanntermaßen vor der Zellteilung die DNA verdoppelt werden muss, um sich 
auf die Tochterzellen aufzuteilen.  
Die Zellen werden für weitere 24 Stunden inkubiert. Im Anschluss wird das 
Medium entfernt und 200 µl Fixierungslösung (Cell proliferation Kit, Roche, 
Basel, Schweiz) auf die Proben gegeben. Die Zellen bleiben für 30 Minuten bei 
Raumtemperatur in der Fixierungslösung. In der Fixierungslösung ist eine 
Denaturierungslösung enthalten. Die Fixierungslösung wird von den Zellen 
entfernt und 100 µl eines monoklonalen Peroxidase-gekoppelten BrdU-
Antikörpers (Verdünnung 1:100) zu den Lochplatten hinzugefügt. Der Antikörper 
bleibt für 60 Minuten bei Raumtemperatur auf den Zellen. Anschließend werden 
die Platten dreimal mit je 200 µl PBS gewaschen. Dann werden 100 µl 
Tetramethyl-benzidine (TMB) zu den Proben hinzugegeben. Nach 20 Minuten 
Inkubation werden 25 µl 1M Schwefelsäure zu den Ansätzen hinzugegeben und 
für 1 Minute bei 300 rpm auf dem Schüttler inkubiert. Danach wird bei 
Raumtemperatur und einer Wellenlänge von 450 nm die Peroxidase-Aktivität in 
den Zellen mittels der ELISA Technik kolorimetrisch bestimmt.  
 
2.2.3 Sekretionsanalysen 
Untersuchung potenzieller Glykosylierungsstellen, klassischer 
Signalpeptide und Vorhersage für nicht-klassische Sekretion 
Mit Hilfe eines Software Programms, welches vom „Center der Biologischen 
Sequenz Analyse“ der Technischen Universität in Lyngby in Dänemark 
erarbeitet wurde, ist es möglich, eine Vorhersage zu treffen, auf welche Art und 
Weise Proteine potenziell sezerniert  werden (Bendtsen et al., 2004 ). 
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Folgende Computerprogramme wurden für die Analyse potenzieller 
Proteinmodifikationen genutzt: SignalP 3.0 program für die Vorhersage eines 
klassischen N-terminalen Signalpeptides (www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), 
SecretomeP software  für die Vorhersage einer nicht-klassischer Sekretion 
(www.cbs.dtu.dk/services/SecretomeP/) und schließlich der NetGlyc 1.0 Server 
für die Analyse von N-Glykosylierungsstellen  bei YB-1. 
 
In vitro Sekretionsuntersuchungen 
MM6 Zellen 
Die MM6 Zellsuspension wird zunächst in 75 cm2 -Zellkulturflaschen ausgesät 
und für 48 h im Brutschrank in RPMI-Medium mit den jeweiligen Zusätzen 
inkubiert. Nach Auszählung der Zellzahl wird die Zellsuspension bei 
Raumtemperatur und 200 g herunterzentrifugiert, das Zellpellet mit Ca2+/Mg2+-
freiem PBS gewaschen und schließlich in einer entsprechenden Menge RPMI-
Medium mit 10 % SerEx Serumersatz (PAA Laboratories, Linz, Österreich) 
aufgenommen, so dass die Zelldichte 1×106/ml beträgt. Jeweils 1000 µl der 
Zellsuspension werden in Eppendorf Küvetten verteilt. Die Eppendorf Küvetten 
werden bei geöffnetem Deckel in den Brutschrank gestellt. Nach 2-stündiger 
Inkubationszeit wird das Medium der Proben mit verschiedenen 
Sekretionsinhibitoren beziehungsweise Kontrolllösungen konditioniert. Nach 
weiteren 45 Minuten Inkubationszeit im Brutschrank werden die Zellen mit LPS 
oder PDGF-BB stimuliert. Nach 4-stündiger Stimulationszeit werden die Proben 
aus dem Brutschrank entnommen und die Zellen 10 min bei 500 g und 
Raumtemperatur abzentrifugiert. 500 µl des Mediumüberstandes werden für die 
TCA-Fällung verwendet. Das Zellpellet wird zur Zellyse weiterverwendet. 
 
Ratten-Mesangialzellen (TetOff- System) 
Zunächst werden die Zellen in einer Dichte von 5×106 Zellen/Loch in Sechsloch-
Platten ausgesät und mit 3 ml RPMI-Medium sowie den im TetOff –System 
eingesetzten Antibiotika versetzt, d.h. jeweils 20 µl Hygromycin und 40 µl 
Geneticin (G418). Nach Inkubation der Zellen über 48 Stunden wird das 
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Medium abgenommen und die Zellen werden in 3 ml PBS gewaschen und 
anschließend in 3 ml RPMI Medium mit 10 % SerEx Serumersatz  für 2 
Stunden inkubiert. Nun werden die Inhibitoren hinzugegeben und nach weiteren 
45 Minuten Inkubationszeit werden die Zellen mit LPS oder PDGF-BB stimuliert. 
Nach 4 Stunden Stimulationszeit werden die Mediumüberstände vorsichtig 
entfernt. Mit ihnen kann nun eine TCA-Fällung durchgeführt werden. Die Zellen 
werden geerntet, lysiert und die Zellysate ebenfalls auf ein SDS-Gel 
aufgetragen.      
 
TCA-Fällung 
Zur Konzentrierung der sezernierten Proteine wird eine Trichloressigsäure 
(TCA)-Fällung durchgeführt. Dazu werden die Mediumüberstände mit dem 
gleichen Volumen 20%iger eiskalter TCA versetzt. Die Proben werden über 
Nacht bei 4 °C inkubiert. Anschließend werden die Proben für 10 min bei 20000 
g bei 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wird vorsichtig entfernt und die 
Präzipitate werden zweimal mit eiskaltem 70%igen Ethanol gewaschen. Nun 
lässt man die Pellets unter dem Abzug für 2 bis 3 Stunden abdampfen. Die 
präzipitierten Proteine werden schließlich in 25 µl destilliertem Wasser 
resuspendiert und zuletzt werden 25 µl reduzierender SDS-Sample buffer 
hinzugefügt.   
 
Zeitkinetik 
Die MM6 Zellsuspension wird zunächst in 75 cm2-Zellkulturflaschen ausgesät 
und für 48 h im Brutschrank in RPMI-Vollmedium inkubiert. Nach Auszählung 
der Zellzahl in der Neubauer-Kammer wird die Zellsuspension bei 
Raumtemperatur und 200 g  herunterzentrifugiert, das Zellpellet mit Ca2+/ Mg2+-
freiem PBS gewaschen und schließlich in eine je nach  ausgezählter Zellzahl 
berechnete Menge RPMI-Medium mit 10 % SerEx Serumersatz aufgenommen, 
so dass die Zelldichte 1×106/ml beträgt. Je 1000 µl der Zellsuspension werden 
in Eppendorf Küvetten aliquotiert. Die Eppendorf-Küvetten werden bei 
geöffnetem Deckel in den Brutschrank gestellt. Nach 60 Minuten werden in die 
erste Eppendorf-Küvette 5 ng/ml LPS hinzugegeben (Stimulation über 24 h). 
Entsprechend werden zu den anderen Eppendorf-Küvetten zu entsprechenden 
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Zeiten der 8 h, 4 h, 2 h, 1 h, 0,5 h und 0,2 h Stimulus (5 ng/ml LPS) gegeben. 
Eine weitere Eppendorf-Küvette erhält kein LPS (Negativkontrolle, unstimuliert). 
Sie dient als Kontrolle. 24 Stunden nach Zugabe des ersten Stimulus werden 
die Zellproben aus dem Brutschrank genommen und die Zellen 10 min bei 500 
g und Raumtemperatur abzentrifugiert. 500 µl des Mediumüberstandes werden 
für die TCA-Fällung verwendet. Das Zellpellet wird zur Zelllyse 
weiterverwendet. 
 
Generierung von Mikrovesikeln mit Ratten-Mesangialzellen (Tet-Off-System)  
Eine weitere bei Mack et al. beschriebene Methode, den Mediumüberstand von 
mit LPS oder PDGF-BB stimulierten Rattenmesangialzellen zu untersuchen, ist 
die Generierung von Membran-abgeschnürten Mikrovesikeln (Mack et al., 
2000). 
Die Zellen werden zunächst in einer Dichte von 5×105/ml in Sechslochplatten 
ausgesät und mit je 3 ml RPMI-Medium sowie den im TetOff–System 
eingesetzten Antibiotika versetzt. Nach Inkubation der Zellen über 48 Stunden 
wird das Medium abgenommen und die Zellen werden mit 3 ml PBS 
gewaschen, anschließend mit 1 ml frischem RPMI-Medium mit 10%igem 
SerEx-Serumersatz versetzt. Nach 2 Stunden Inkubationszeit werden die 
Inhibitoren bzw. Kontrollpuffer zu den Zellen hinzugegeben, nach weiteren 45 
Minuten die Sekretionsstimuli. Die Stimulationszeit beträgt weitere 4 Stunden. 
Nach Ablauf der Stimulationszeit wird das Medium vorsichtig abgenommen und 
über 10 min bei 500 g zentrifugiert, um eventuell mit abgenommene Zellen 
absinken zu lassen. Der erhaltene Überstand wird vorsichtig abgenommen; 50 
µl hiervon werden für Western Blot-Untersuchungen asserviert und mit jeweils 
50 µl reduziertem SDS-Sample Buffer versetzt (Ü1). Weitere 50 µl werden zur 
Laktatdehydrogenase (LDH)-Messung als Zelllyseparameter eingesetzt. Die 
verbleibenden 950 µl des Ü1-Überstandes werden für 30 min bei 4 °C und 2500 
g zentrifugiert. Wieder werden von dem so gewonnenen Überstand 2 (Ü2) je 50 
µl für Western Blot-Analysen abgenommen. Die verbleibenden 900 µl des Ü2-
Überstandes werden in einer weiteren Zentrifugation bei 32000 g (30 min, 4 °C) 
aufgetrennt. 50 µl des so gewonnenen Ü3-Überstandes werden für SDS-
Gelelektrophoresen verwendet. Das Pellet P3, in welchem sich die während der 
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vierstündigen Stimulationszeit abgeschnürten vesikulären Strukturen befinden, 
wird in 30 µl SDS-Sample Buffer aufgenommen. Auch die nach den ersten 
beiden Zentrifugationsschritten entstandenen Pellets P1 und P2 werden je in 30 
µl SDS-Sample Buffer aufgenommen und für die SDS-Gelelektrophorese 
weiterverwendet. Bei der SDS-Gelelektrophorese wird jede Geltasche mit 
einem Volumen von 15 µl der jeweiligen Proben beladen (Abbildung 2.2).  
 
 
Medium der stimulierten Zellen
500 g, 10 Min, 4 °C
2500 g, 30 Min, 4 °C
Pellet Überstand Ü1
50 l für
LDH-Messung
50 l für
Western Blot
Pellet Überstand Ü2
50 l für
Western Blot
32000 g, 30 Min, 4 °C
Pellet Überstand Ü3  
 
 
Abbildung 2.2: Generierung von Mikrovesikeln 
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2.2.4 Glykosylierungsversuch 
Puffer     Zusammensetzung     Hersteller 
10 × G7 Reaktionspuffer 50 mM Sodium Phosphate     New England, 
(pH 7,5) ergänzt mit 1 %     Inc. Biolabs  
NP-40, 
10× Glykoprotein Denatu-  0,5 % SDS       New England, 
rierungspuffer     1 % ß-Mercaptoethanol     Inc. Biolabs, 
THP-1 Zellen (106/ml) werden zugleich mit 5 ng/ml LPS für 4 Stunden stimuliert. 
Anschließend werden die Zellen durch Zugabe von 150 µl RIPA-Puffer  lysiert. 
Je 20 µl des Zelllysats, verdünnt in 60 µl Aqua dest., 80 µl des 
Mediumüberstandes  der THP-1 Zellen und 100 ng IgG1 (DAKO, Glostrup, 
Denmark), aufgenommen in 80 µl Aqua dest., werden zunächst in 10 µl 
Denaturierungspuffer für 10 min bei 100 °C inkubiert. Anschließend werden die 
Proben dann in dem G7 Puffer mit bzw. ohne 2,5 U/ml N-Glycosidase F 
(PNGase F) über Nacht bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wird durch Zugabe 
von denaturierendem Sample Buffer und 3 min Denaturierung bei 95 °C 
gestoppt. Ein Aliquot der Proben wird auf einem 12%igen (zur Analyse von IgG) 
bzw. 10%igen (zur Analyse von YB-1) SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. 
 
2.2.5 Stimulationsversuche an isolierten primären Monozyten 
Isolation und Kultivierung primärer humaner Monozyten aus Buffy coats  
Bestandteile des Lymphoflots: 
 
Natrium-Diatrizoat  9,1 % 
Ficoll    5,7 % 
 
Als Ausgangsmaterial für die Gewinnung von primären humanen Monozyten 
werden frische buffy coats aus dem Blut gesunder Blutspender der Abteilung für 
Transfusionsmedizin der Universitätsklinik Aachen verwendet. Buffy coats 
entstehen bei der Herstellung von Erythrozyten- und 
Thrombozytenkonzentraten. Sie enthalten neben PBMC (peripheral blood 
mononuclear cells) auch Granulozyten, Erythrozyten und Thrombozyten.  
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Die Gewinnung der PBMC-Fraktion erfolgte nach der Ficoll-Hypaque-Methode, 
die die PBMC-Fraktion von den restlichen Blutzellen abtrennt (Boyum, 1968). 
Hierbei bedient man sich eines Dichtegradienten (Lymphoflot) der eine höhere 
Dichte als Thrombozyten, Lymphozyten oder Monozyten, aber eine geringere 
Dichte als Erythrozyten und Granulozyten hat. Verdünntes Blut wird auf den 
Dichtegradienten überschichtet. Während der anschließenden Zentrifugation 
passieren die Erythrozyten und Granulozyten auf Grund ihrer höheren Dichte 
den Dichtegradienten, während sich Lymphozyten, Thrombozyten und 
Monozyten auf Grund ihrer geringeren Dichte oberhalb des Dichtegradienten 
ablagern: 
Hierzu werden je 20 ml Lymphoflot in 50 ml-Polystyren-Gefäße gegeben. Für 
ein buffy coat werden 4 Röhrchen bereitgestellt. Die buffy coats werden in      
75 cm2-Zellkulturflaschen mit 100 ml LPS-freiem PBS verdünnt. Das Lymphoflot 
enthaltende Röhrchen wird mit 25 ml der verdünnten Zellsuspension 
überschichtet. Anschließend werden die Proben 20 Minuten bei 4 °C und 1000 
g zentrifugiert. Die Lymphozyten setzten sich nun als weißer Ring an der 
Grenze zwischen Plasma und Lymphoflot ab. Die Zellringe von je 2 Proben 
werden vorsichtig in ein neues Zentrifugenröhrchen überführt und mit 50 ml 
Spinnermedium [Spinner Minimum Essential Medium Eagle (S-MEM-Medium), 
Sigma (Deisenhofen)] aufgefüllt. Nun erfolgen 3 Waschschritte, bei denen die 
Proben jeweils für 10 Minuten bei 4 °C und 400 g zentrifugiert werden und die 
Zellpellets in je 50 ml Spinnermedium resuspendiert werden. Diese 
Waschschritte dienen der Entfernung der Thrombozyten. Vor der Zentrifugation 
des letzten Waschschrittes werden pro Röhrchen 100 µl Zellsuspension in ein 
EDTA-Röhrchen überführt und am Coulter Counter (Becton Dickinson) die 
Zellzahl bestimmt. Nach der Zentrifugation werden die Zellpellets in jeweils 3 ml 
Spinnermedium resuspendiert. 
Damit der zweite Gradient bei Bedarf sofort zur Verfügung steht, wird während 
der Zentrifugationszeit des ersten Gradienten ein Percoll-Gradient hergestellt. 
Dazu werden 49,5 ml Percoll, 5,5 ml 10×PBS und 45 ml Spinnermedium 
gemischt. Je 35 ml dieser Mischung werden in ein Beckmann-Röhrchen 
pipettiert und 12 Minuten bei 4 °C und 17000 g zentrifugiert. Vorsichtig werden 
die 3 ml Zellsuspension aus dem ersten Gradienten auf den entstandenen 
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Percoll-Gradienten geschichtet und ungebremst für 40 Minuten bei 500 g 
zentrifugiert. Die Interphase im oberen Drittel des Gradienten wird 
abgenommen und in ein neues Gefäß überführt. Es folgen erneut die 3 
Waschschritte wie beim ersten Gradienten und die erneute Messung der 
Zellzahl am Coulter Counter. Liegt die  Ausbeute der Zellen bei ca. 30 %, 
verglichen mit der gemessenen Zellzahl der PBMC, wird von einem adäquaten 
Reinheitsgrad der isolierten Monozyten ausgegangen, was sich in 
lichtmikroskopischen Untersuchungen der in Kultur adhärenten Zellen 
wiederspiegelt. Das Zellsediment wird in RPMI 1640 mit Zusatz von 1 % L-
Glutamin und 5 % Humanserum und 1 % Penicillin und Streptomycin 
resuspendiert und in einer Zelldichte von 1×106/ml auf Gewebekulturschalen 
kultiviert. Nach einer Inkubationszeit von 30 bis 45 Minuten bei 37 °C und 5 % 
CO2 in einer wassergesättigten Atmosphäre kommt es zur ersten Adhärenz der 
Monozyten. In dieser Phase ist es möglich, durch zweimaliges Waschen mit 
Spinnermedium die primären adhärenten Monozyten von den restlichen nicht 
adhärenten Fremdzellen zu reinigen. Nach der Adhärenzreinigung wird erneut 
Kulturmedium hinzugegeben. Nach einigen Stunden gehen die Monozyten 
wieder in Suspension (sie lösen sich von der Gewebekulturschalenwand ab), 
um nach spätestens 4 Tagen Kultur zum zweiten Mal dauerhaft zu adhärieren. 
Zellen nach der zweiten Adhärenz werden im Folgenden als Makrophagen 
bezeichnet, Suspensionszellen wenige Stunden nach der ersten Adhärenz 
werden als Monozyten bezeichnet. 48 Stunden nach der zweiten Adhärenz der 
Zellen werden die Zellen weiterverarbeitet. 
 
Stimulation und Ernte der primären Zellen 
Nach 48 Stunden Adhärenz werden Stimulationsversuche an den Zellen 
vorgenommen: Die Zellen werden mit PBS gewaschen und in 2,5 ml 
Hungermedium (RPMI 1640 Medium, ohne Serumzusatz) aufgenommen. 
Nach dreistündiger Inkubation der Zellen im Brutschrank wird zu jeweils 4 
Petrischalen kein Stimulus, zu 4 Proben 5 ng/ml und zu 4 weiteren Proben 100 
ng/ml LPS hinzugegeben. Das LPS liegt in 1 ng/µl und 100 ng/µl 
Stockkonzentrationen vor. LPS wird auf Eis aufgetaut, gevortext und schließlich 
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dreimalig für je 10 Sekunden mit Ultraschall behandelt, damit sich das LPS 
auch gleichmäßig verteilt in Lösung befindet. Nach der vierstündigen 
Inkubationszeit im Brutschrank werden die Überstände von den 4 Petrischalen, 
die jeweils mit der gleichen Menge LPS stimuliert wurden, in 10 ml Falcons 
zusammengeführt. Die Mediumüberstände werden bei 37 °C, 10 min bei 2200 
rpm zentrifugiert, um eventuell mit abgenommene Zellen absinken zu lassen. 
Anschließend werden die Mediumüberstände bei -20 °C eingefroren. In einer 
TCA-Fällung werden die Proteine im Mediumüberstand konzentriert. Das 
Proteinkonzentrat, welches die sezernierten Proteine enthält, kann in einer 
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetragen und weiter untesucht 
werden.   
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Kernextraktgewinnung 
Arbeitslösungen für Kernextraktgewinnung: 
Name   Bestandteile      Hersteller 
Puffer A   10 mM HEPES/KOH  pH 7,9 (0,5 M)  Roth  
            (Karlsruhe) 
    1,5 mM MgCl2  (1 mM)    Calbiochem
            (Darmstadt) 
    10 mM KCl (3 M)     Merck 
            (Darmstadt) 
frisch dazu  0,5 mM DTT (1 M)     Biorad  
            (München) 
    1 mM Na-Vanadat (200 mM)   Sigma  
            (Deisenhofen) 
1 Tbl. Proteinaseinhibitor in 1 ml  Roche  
Aqua dest. (40 µl /2 ml) Diagnostics 
GmbH 
(Mannheim) 
 
Puffer C   20 mM HEPES/KOH  pH 7,9 (0,5 M)  Roth  
            (Karlsruhe) 
    1,5 mM MgCl2  (1 M)      Calbiochem 
            (Darmstadt) 
    420 mM NaCl (5 M)     Merck  
            (Darmstadt) 
    0,2 mM EDTA (0,5 M)    Sigma  
            (Deisenhofen)  
    25 % Glycerol      Merck  
            (Darmstadt) 
frisch dazu  0,5 mM DTT (1 M)     Biorad  
            (München) 
    1 mM Na-Vanadat (200 mM)   Sigma  
            (Deisenhofen) 
1 Tbl. Proteinaseinhibitor in 1 ml  Roche  
Aqua dest. (40 µl /2 ml) Diagnostics 
GmbH 
(Mannheim) 
 
Ernte der Zellen 
Die Zellen werden, nachdem der Überstand abgenommen wurde, mit jeweils 5 
ml PBS-Lösung gewaschen. Anschließend werden die Zellen, aus den jeweils 
vier auf die gleiche Art und Weise stimulierten Petrischalen, mit 1000 µl PBS-
Lösung abgeschabt und in ein sauberes Eppendorfgefäß überführt. Die drei 
Eppendorfgefäße werden bei 4 °C für 5 min bei 2000 rpm zentrifugiert. Der 
Überstand wird verworfen. 
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Schwellen und Aufbrechen des Zellzytoplasmas 
Das Zellpellet wird in 400 µl Puffer A aufgenommen und resuspendiert. 
Anschließend werden die Proben 10 Minuten auf Eis schwellen gelassen und 
dann 10 Sekunden gevortext. Nun werden die Zellkerne 1 Minute bei 2000 rpm 
und 4 °C abzentrifugiert. Der Überstand wird in ein neues Eppendorfgefäß 
überführt. Er enthält die zytoplasmatischen Bestandteile der Zelle und wird bei -
20 °C eingefroren und später für SDS-Protein-Gelelektrophoresen verwendet. 
Zellkerne aufbrechen  
Die Zellkerne werden in 50 µl Puffer C aufgenommen und resuspendiert. Nun 
erfolgt eine 20-minütige Inkubation auf Eis zum Schwellen der Zellkerne. 
Schließlich werden 2 Minuten bei 2000 rpm und 4 °C die Kerngerüste 
abzentrifugiert. Das Pellet mit den Kerngerüsten wird nicht weiterverwertet. Der 
Überstand enthält die Kernextrakte. Er wird bei -80 °C eingefroren und 
anschließend ebenfalls für die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
weiterverwendet.  
 
2.2.6 Immunfluoreszenz und konfokale Laser scanning Mikroskopie 
 Puffer X     PBS-CM mit Zusatz von 
                   Triton X-100  0,1 % 
                   BSA 0,2 % 
                   vor jedem Gebrauch frisch angesetzt, nicht sterilisiert  
Für die indirekte Immunfluoreszenz werden autoklavierte Deckgläschen in 
Sechslochplatten ausgelegt, bevor die Zellen ausgesät werden. Für die 
Versuche am konfokalen laser scanning Mikroskop werden die MM6-Zellen für 
4 h mit 5 ng/ml LPS stimuliert. Die Zellsuspension auf den Deckgläschen wird 
bei 37 °C luftgetrocknet. Die an den Deckgläschen haftenden MM6 Zellen 
werden mit 4%igem Paraformaldehyd in PBS für 30 Minuten bei 37 °C fixiert 
und anschließend einmal mit PBS-CM gewaschen. Um die reaktiven Gruppen 
des Paraformaldehyds zu inaktivieren und eine unspezifische 
Antikörperbindung zu verhindern, werden die Zellen für 5 Minuten mit 250 mM 
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Ammoniumsulfat in PBS-CM inkubiert. Danach werden die Zellmembranen mit 
0,1 % Triton-X-100 in PBS-CM für 5 Minuten aufgeschlossen. Unspezifische 
Bindungen werden durch Inkubation mit PBS-CM + 0,1 % Triton X-100 + 0,2 % 
BSA (Puffer X) für 30 Minuten geblockt, anschließend erfolgt erneut ein 
Waschschritt mit 0,1 % Triton-X-100 in PBS-CM. Der erste Antikörper 
(polyklonaler anti-YB-1-Antikörper zur Detektion von endogenem YB-1) wird 
1:100 in Puffer X verdünnt und 50 µl hiervon werden auf jedes Deckgläschen 
gegeben. Die Sechslochplatten werden in einer feuchten Kammer bei 
Raumtemperatur für 60 Minuten in der Dunkelheit inkubiert. Anschließend 
werden die Zellen zweimal mit Puffer X gewaschen. Der zweite Antikörper 
(TRITC-markierter Antikörper) wird 1:300 in Puffer X verdünnt und 50 µl der 
Verdünnung werden in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur für 60 
Minuten in der Dunkelheit inkubiert. Der zweite Antikörper wird mit Puffer X 
heruntergewaschen, die Zellen werden zwei Mal mit Puffer X gewaschen und 
anschließend einmal mit PBS-CM. Die Deckgläschen werden vorsichtig 
entnommen, bei Raumluft getrocknet und mit Immumount eingebettet, um sie 
anschließend unter dem Mikroskop auszuwerten. Die Zellkerne werden mit 300 
µl  4`,6-Diamidino-2-Phenylindol (DAPI)-Lösung (300 nM) gegengefärbt. DAPI 
ist ein DNA-spezifischer Fluoreszenz-Farbstoff, der an die kleinere Furche der 
DNA-Helix bindet und durch diese Bindung die Stärke seiner Fluoreszenz um 
den Faktor 20 erhöht. Die laser scanning-Mikroskopie erfolgte am Mikroskop 
des Typs Axiovert M100 der Firma Zeiss und wurde am Institut für Biochemie, 
RWTH Aachen durchgeführt. Der Blendendurchmesser wird auf 1 µm 
eingestellt. Der TRITC-Antikörper wird mit 543 nm Wellenlängen angeregt, die 
Detektion mittels eines TRITC-Filters erfolgt im Bereich von 550 nm bis 600 nm. 
Der DAPI-Antikörper wird mit 358 nm angeregt, die Detektion mittels des DAPI-
Filters liegt bei 461 nm. 
 
2.2.7 Zellvitalitätsmessungen 
Trypan-Blau Messungen 
10 µl der Zellsuspension werden in 90 µl 0,4%iger Trypan-Blau Lösung 
verdünnt, so dass die Zelldichte im Bereich zwischen 2×105/ml und 2×106/ml 
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liegt. Die Zellen werden unter dem Mikroskop betrachtet. Vitale Zellen zeichnen 
sich dadurch aus, dass sie sich nicht mit Trypan-Blau anfärben. Bei avitalen 
Zellen gelangt der Farbstoff durch die porösen Membranen ins Zellinnere und 
färbt somit die Zellen. Bedingung für die Sekretionsuntersuchungen ist, dass 
>90 % der Zellen vital sind. 
LDH-Messungen: Die Lactatdehydrogenase ist ein Enzym, welches 
zytoplasmatisch in den Zellen vorkommt und dessen extrazelluläres 
Vorkommen im Mediumüberstand als Maß für die Zellvitalität genommen 
werden kann. Das Enzym katalysiert intrazellulär die Reaktion:  
               LDH 
Pyruvat + NADH + H+   ↔   Lactat + NAD+  
 
Messgröße für die Bestimmung der extrazellulären LDH-Konzentration ist die 
photometrische Bestimmung der Abnahme der NADH-Konzentration. 
Diese Messung wurde freundlicherweise von dem Institut der Klinischen 
Chemie der RWTH Aachen (ehemaliger Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. Prof. H. 
C. (RCH) Gressner) durchgeführt.  
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3 Ergebnisse 
 
3.1 Effekt von TGF-ß auf die YB-1 Sekretion in Rattenmesangialzellen 
Der transforming growth factor (TGF)-ß ist ein multifunktionales Zytokin, das in 
zahlreiche Prozesse wie zum Beispiel in den Prozess der 
Gewebedifferenzierung, Wundheilung, Tumorgenese und auch in 
inflammatorische Prozesse involviert ist. Bei Glomerulonephritiden vermittelt 
TGF-ß die Anhäufung der glomerulären Matrix und Glomerulosklerose 
(Shankland and Johnson, 1998). Da im Modell der Anti-Thy 1.1-Nephritis die 
Expression von YB-1 hochreguliert wird und YB-1 nicht mehr auf die 
Zellgrenzen beschränkt bleibt (van Roeyen et al., 2005) ergibt sich die Frage, 
ob TGF-ß die Sekretion von YB-1 aus der Zelle beeinflusst: Tatsächlich ist YB-1 
mit Hilfe sequentieller Zentrifugation (Methode nach Mack et al., 2000) im 
Mediumüberstand von mit 5 ng/ml TGF-ß stimulierten, stabil mit dem pTRE-HA-
YB-1 Vektor transfizierten Rattenmesangialzellen, nachweisbar (Abbildung 3.1). 
Da die beschriebene Methode zur Anreicherung von Mikrovesikeln führt, liegt 
die Vermutung nahe, dass bei der Sekretion von YB-1 vesikuläre Strukturen 
entstehen. Neben der Bande bei 50 kDa, die der Größe von YB-1 entspricht, ist 
auch noch bei 20 kDa (< #1) eine Bande, die einem proteolytisch 
abgespaltenen YB-1 Fragment  entsprechen könnte, nachweisbar (Abbildung 
3.1).  
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Abbildung 3.1: Effekt von TGF-ß auf die Sekretion in pTRE-Ha-YB-1 Zellen 
Stabil mit dem pTRE-HA-YB-1 Vektor transfizierte Rattenmesangialzellen werden mit 5 
ng/ml TGF-ß stimuliert. Im Anschluss wird die von Mack et al. (2000) beschriebene 
Methode zur Anreicherung vesikulärer Strukturen angewandt (Zentrifugationsschema 
siehe Abbildung 2.2). Die Mediumüberstände nach den jeweiligen 
Zentrifugationsschritten Ü1, Ü2 und Ü3 sowie die nach den Zentrifugationsschritten 
entstandenen Pellets P1 (Zelllysat), P2 und P3 werden in der SDS-PAGE aufgetrennt 
und anschließend über den Anti-HA-Antikörper detektiert. #1 entspricht einem 
proteolytisch abgespaltenem YB-1 Fragment. 
 
Die Austestung verschiedener Konzentrationen von TGF-ß zeigt, dass nach 
einstündiger Stimulation mit 1 ng/ml TGF-ß eine maximale Sekretionsrate von 
YB-1 beobachtet wird. Weder durch eine höhere, noch durch eine niedrigere 
Konzentration von TGF-ß ist es möglich, die Sekretionsrate von YB-1 noch zu 
steigern, so dass von einer engen Dosis-Wirkungskurve auszugehen ist 
(Abbildung 3.2). Neben der 50 kDa Bande, die der Größe von YB-1 entspricht, 
erkennt man auf Abbildung 3.2 noch weitere Banden, die mit p42, p40, p38 und 
p28 bezeichnet sind. P42, p40, p38 und p28 könnten  im Rahmen des 
Sekretionsprozesses proteolytisch abgespaltenen YB-1 Fragmenten 
entsprechen. 
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Abbildung 3.2: Konzentrationsabhängige Effekte von TGF-ß auf die YB-1- 
Sekretion in pTRE-HA-YB-1 Zellen 
Die stabil mit p-TRE-HA-YB-1 transfizierten Rattenmesangialzellen werden mit 0,1 
ng/ml, 1 ng/ml und 20 ng/ml TGF-ß für je eine Stunde oder vier Stunden stimuliert. Die 
Mediumüberstände Ü2 und Ü3, sowie das Pellet nach dem letzten 
Zentrifugationsschritt (P3) wird in der SDS-PAGE aufgetrennt und anschließend mittels 
des anti-HA Antikörpers detektiert. P42, p40, p38 und p28 entsprechen proteolytisch 
abgespaltenen YB-1 Fragmenten. 
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3.2 Effekt von PDGF-BB und LPS auf die endogene YB-1-Sekretion in 
Rattenmesangialzellen  
Um auszuschließen, dass die YB-1 Sekretion durch die artifizielle Struktur des 
HA-tag-Fusionsproteins zustande kommt, wird die Sekretion von endogenem 
YB-1 in Rattenmesangialzellen untersucht. Die Rattenmesangialzellen werden 
mit 20 oder 50 ng/ml PDGF-BB oder 10 ng/ml LPS stimuliert. Als Kontrolle wird 
nur das Lösungsmittel Aqua dest. zu den Zellen hinzugefügt. Die 
Mediumüberstände werden zu den angegebenen Zeitpunkten (vor Stimulation, 
1, 2, 3 und 4 Stunden nach Stimulation) mittels einer TCA-Fällung 
weiterverarbeitet, elektrophoretisch aufgetrennt und mittels eines polyklonalen 
YB-1-Antikörpers im Western Blot analysiert. PDGF-BB führt in einer 
Konzentration von 20 ng/ml über eine Stimulationszeit von ein bis vier Stunden 
zu einer Sekretion. Stimulation der Rattenmesangialzellen mit höheren PDGF-
BB Konzentrationen bewirkt keine Sekretion von YB-1. Auch die Stimulation mit 
10 ng/ml LPS führt zu einer Sekretion von YB-1. Die alleinige Zugabe des 
Lösungsmittel Aqua dest. führt zu keiner Sekretion von YB-1 (Abbildung 3.3).   
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Abbildung 3.3: Effekt von PDGF-BB und LPS auf die YB-1-Sekretion in 
Rattenmesangialzellen 
Rattenmesangialzellen werden mit 20 oder 50 ng/ml PDGF-BB oder 10 ng/ml LPS 
stimuliert. Als Kontrolle wird 10µl des Lösungsmittels (Aqua dest.) zu den Zellen 
hinzugefügt. Die Mediumüberstände werden zu den Zeitpunkten vor Stimulation, 1h, 
2h, 3h oder 4h nach Stimulation mittels einer TCA-Fällung weiterverarbeitet, in der 
SDS-PAGE aufgetrennt und mittels eines polyklonalen YB-1-Antikörpers detektiert.  
 
3.3 LPS-Konzentrationskinetik 
Mono Mac 6 Zellen werden mit LPS Konzentrationen im Bereich von 10-2 bis 
104 ng/ml LPS für vier Stunden stimuliert. Im Bereich von 1 ng/ml wird YB-1 
sezerniert. In den Bereichen von 10-1 ng/ml bzw. 10 ng/ml findet keine YB-1 
Sekretion statt (Abbildung 3.4). Detektiert man bei den gleichen Proben mit 
einem polyklonalen anti-MIF-Ak, so sieht man, dass auch MIF von den Mono 
Mac 6 Zellen im Bereich von 1 ng/ml LPS, jedoch nicht bei den gewählten 
niedrigeren oder höheren LPS Konzentrationen in das Medium sezerniert wird 
(Abbildung 3.4, unterer Blot). Eine ähnliche Konzentrationskinetik ist für RAW 
264.7 Zellen beschrieben (Calandra et al., 1994).    
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Abbildung 3.4: LPS-Konzentationskinetik 
Mono Mac 6 Zellen werden mit verschiedenen LPS Konzentrationen für vier Stunden 
stimuliert. Im Anschluss werden die Mediumüberstände mittels TCA-Fällung 
weiterverarbeitet. Die über die TCA-Fällung angereicherten Proteine werden in der 
SDS-PAGE aufgetrennt und mit dem polyklonalen YB-1-Antikörper detektiert. Der 
gleiche Blot wird ebenfalls mit polyklonalem anti-MIF-Ak inkubiert (unterer Blot). 
Zur genaueren Eingrenzung des Konzentrationsbereiches, in dem LPS die YB-
1 Sekretion stimuliert, werden die Mono Mac 6 Zellen in einem zweiten Versuch 
in einem Konzentrationsbereich von 0,25 ng/ml bis 10 ng/ml LPS für vier 
Stunden stimuliert. Hier ergibt sich, im LPS-Bereich von 1 ng/ml bis 7,5 ng/ml 
die höchste Sekretionsrate von YB-1 (Abbildung 3.5). Die Detektion von MIF 
ergibt auch in diesem Versuch ein ähnliches Sekretionsmuster wie bei YB-1. 
Auch MIF zeigt im Bereich von 1 ng/ml bis 7,5 ng/ml die höchste Sekretionsrate 
(Abbildung 3.5, unterer Blot). 
Wird eine längere Expositionszeit für den Western Blot gewählt, so zeigen sich 
neben der für das Volllängen-Protein typischen Bandengröße von 50 kDa 
weitere Banden bei einer Größe von 42 kDa, 38 kDa, 36 kDa und 21 kDa 
(Abbildung 3.5, mittlerer Blot). Desweiteren wird deutlich, dass YB-1 auch ohne 
LPS-Stimulation bzw. in LPS-Konzentrationsbereichen von 0,25 ng/ml bis 0,75 
ng/ml sezerniert wird. Die Sekretionsrate in diesem Bereich ist jedoch im 
Vergleich zu dem Konzentrationsbereich von 1 ng/ml bis 7,5 ng/ml deutlich 
niedriger. 
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Abbildung 3.5: LPS-Konzentrationskinetik 
MM6 Zellen werden mit einer LPS Konzentration von 0,25 ng/ml bis 10 ng/ml für 4 h 
stimuliert. Die Mediumüberstände werden mittels TCA Fällung weiterverarbeitet. 
Schließlich werden die verarbeiteten Proben in der SDS-PAGE aufgetrennt und erneut 
mit dem  polyklonalen YB-1-Antikörper bzw. mit polyklonalem anti-MIF-Ak detektiert 
(unterer Blot). P42, p38, p36 und p21 stellen kleinere YB-1 Fragmente da. 
 
3.4 Zeitkinetik 
MM6 Zellen werden mit 5 ng/ml LPS stimuliert und die YB-1 Sekretion in den 
Mediumüberständen nach verschiedenen Stimulationszeiten erfasst. Es zeigt 
sich, dass YB-1 konstitutiv in das Medium sezerniert wird. Nach vier Stunden 
zeigt sich eine Hochregulation durch 5 ng/ml LPS, die für 24 Stunden anhält 
(Abbildung 3.6). Die Möglichkeit einer Lyse-bedingten Freisetzung von YB-1 
wird durch Trypan-Blau-Färbung und Vitalitätsbestimmung ausgeschlossen.  
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Abbildung 3.6: Zeitkinetik der YB-1-Sekretion nach LPS-Stimulation in MM6 
Zellen 
MM6 Zellen werden für verschiedene Stimulationszeiten mit 5 ng/ml LPS inkubiert. Als 
Negativkontrolle wird eine Probe nicht mit LPS stimuliert und direkt in einer TCA-
Fällung weiterverarbeitet. Die restlichen Proben werden nach den vorgegebenen 
Stimulationszeiten ebenfalls über eine TCA-Fällung weiterverarbeitet. Anschließend 
werden die Proben in der SDS-PAGE aufgetragen und mit dem YB-1-Antikörper nach 
Transfer detektiert. 
THP-1 Zellen werden mit 5 ng/ml LPS stimuliert. Das in das Zellmedium 
sezernierte YB-1 wird mittels TCA-Fällung angereichert und zu verschiedenen 
Stimulationszeitpunkten untersucht. Dabei zeigt sich bei THP-1 Zellen nach 
einer Stimulationszeit von 30 Minuten eine Sekretionszunahme, die bis zu 24 
Stunden anhält (Abbildung 3.7). Somit ergibt sich für die THP-1 Zellen eine 
andere Kinetik, als für MM6 Zellen mit schnellerer Sekretion von YB-1.   
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Abbildung 3.7: Zeitkinetik der YB-1-Sekretion nach LPS-Stimulation in THP1-
Zellen  
THP-1 Zellen werden für verschiedene Zeitpunkte mit 5 ng/ml LPS stimuliert. Die 
Proben werden schließlich über eine TCA-Fällung weiterverarbeitet. Im Anschluss 
werden sie in der SDS-PAGE aufgetragen und mittels eines polyklonalen YB-1-
Antikörpers nach Transfer detektiert. 
 
3.5 Intrazelluläre Lokalisation von YB-1 
Konfokale Laser scanning Mikroskopie Untersuchungen zeigen subzelluläre 
Veränderungen der YB-1 Verteilung in mit LPS stimulierten MM6 Zellen: 
In unstimulierten Zellen zeigt sich eine diffuse, sowohl im Zellkern als auch im 
Zytoplasma lokalisierte Verteilung von YB-1, wohingegen es nach Inkubation 
der Zellen mit LPS zu einer verstärkten Lokalisation von YB-1 in vesikulären 
Strukturen im Zytoplasma der Zelle kommt (Abbildung 3.8).   
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Abbildung 3.8: Umverteilung von YB-1 vom Zellkern ins Zytoplasma nach LPS-
Stimulation.   
MM6 Zellen werden als unbehandelte Kontrollzellen untersucht oder für vier Stunden 
mit 5 ng/ml LPS stimuliert. Die Lokalisation von YB-1 wird mittels anti-YB-1-Antikörper 
und Rhodamin-konjugiertem Zweitantikörper( TRITC) detektiert. Die Zellkerne werden 
mit DAPI (blau, DAPI Filter) gegengefärbt. 
 
3.6 YB-1 wird von primären Makrophagen nach LPS-Stimulation 
freigesetzt 
Um auszuschliessen, dass die bei den MM6 Zellen beobachteten Ergebnisse 
nur auf die Eigenschaften der transformierten MM6 Zellen zurückzuführen sind, 
werden auch primäre Makrophagen auf ihre Sekretionseigenschaften hin 
untersucht. 
Primäre Makrophagen werden mit Hilfe von Ficoll-Paque Dichtezentrifugation 
von buffy coats von gesunden Blutspendern isoliert. Auch an diesen Zellen 
werden Stimulationsversuche mit 5 µl Aqua dest. (Kontrollansatz), 5 ng/ml LPS 
und 100 ng/ml LPS für vier Stunden durchgeführt. Die mit 5 ng/ml LPS 
stimulierten primären Monozyten sezernieren YB-1. Interessanterweise wird bei 
Stimulation mit 5 ng/ml LPS jedoch nicht nur das full-length-YB-1 sezerniert, 
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sondern auch zwei Fragmente von 14 kDa und von 38 kDa. Diese Beobachtung 
wird auch bei der TGF-ß Stimulation von pTRE-HA-YB-1 Zellen gemacht und 
spricht dafür, dass auch kleinere YB-1- Fragmente sezerniert werden. 
Gleichzeitig findet sich in allen drei Spuren noch eine Bande auf der Höhe von 
ca. 55 kDa. Diese Bande (*) ist unspezifisch und wahrscheinlich auf einen 
Antikörper-bedingten Effekt zurückzuführen (Abbildung 3.9). 
   
Abbildung 3.9: Stimulation primärer Monozyten  mit LPS (Mediumüberstände)   
Primäre Monozyten werden mit 5 µl Aqua dest. (Kontrollansatz), 5 ng/ml LPS und 100 
ng/ml LPS für vier Stunden stimuliert. Die Mediumüberstände werden in einer TCA-
Fällung weiterverarbeitet. Schließlich werden sie in der SDS-PAGE aufgetrennt und 
mittels eines polyklonalen YB-1-Antikörpers detektiert. P38 und p14 stellen YB-1 
Fragmente dar. (* unspezifische Bande) 
Der Auftrag der nukleären Extrakte und der zytoplasmatischen Bestandteile 
zeigt, dass YB-1 nach vierstündiger Stimulation mit 5 ng/ml LPS  sowohl 
verstärkt exprimiert wird, als auch im Zytoplasma in höherer Konzentration 
vorhanden ist, als es bei unstimulierten Zellen der Fall ist. Die im 
Mediumüberstand vorhandenen bereits oben beschriebenen Fragmente mit der 
Größe von 38 kDa (p38) sowie 14 kDa (p14) finden sich weder im Kern noch im 
Zytoplasma (Abbildung 3.10). Dies spricht dafür, dass sie während des 
Ausschleusungsprozesses aus der Zelle hinaus durch Spaltung von YB-1 
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entstehen. Auch bei Sekretionsuntersuchungen an den MM6- und 
Rattenmesangialzellen werden im Mediumüberstand dieser stimulierten Zellen 
ähnliche YB-1 Fragmente detektiert (siehe oben).  
 
Abbildung 3.10: Stimulation isolierter primärer Monozyten (nukleäre Extrakte + 
Zytoplasma)   
Die primären Monozyten werden in ihre zytoplasmatischen und nukleären Bestandteile 
aufgetrennt. Nukleäre Extrakte, zytoplasmatische Proteine und mittels TCA-Fällung 
weiterverarbeitete Mediumüberstände werden in der SDS-PAGE aufgetrennt und 
mittels eines polyklonalen YB-1-Antikörpers detektiert. P38 und p14 stellen kleinere 
YB-1 Fragmente dar. 
 
3.7 YB-1 besitzt kein klassisches N-terminales Signalpeptid 
Die Anwendung des Computerprogramms „SignalP“, welches N-terminale 
Signalpeptide für den klassischen Sekretionsweg identifiziert, ergibt keine 
Sequenzhomologien zwischen der N-terminalen Domäne von YB-1 und einem 
klassischen Signalpeptid. 
Über das „SecretomeP“ Computerprogramm (Bendtsen et al., 2004), bei dem 
strukturelle und biophysikalische Merkmale verglichen werden, um eine 
extrazelluläre Proteinlokalisation vorherzusagen, wird ein Score von 0,733 
(Bereich von 0,000 - 1,000) angegeben. Dieser spricht für einen nicht-
klassischen Sekretionsweg.    
82
  
83 
 
 
 
3.8 Eine N-Glykosylierung von YB-1 liegt nicht vor 
Bei klassisch sezernierten Poteinen finden im ER- und Golgi-Apparat 
posttranslationale Modifikationen statt: Bei der sogenannten Asparagin-
Glykosylierung (N-Glykosylierung) werden Oligosaccharide verschiedener 
Länge und Zusammensetzung an Asparaginreste des jeweiligen Proteins 
kovalent gebunden. In vitro ist diese N-Glykosylierung darüber nachweisbar, 
dass man die gebundenen Oligosaccharide mit N-Glykosidase F (PNGase F) 
enzymatisch abspaltet und die Proteine anschließend mittels SDS-PAGE 
auftrennt. PNGase F spaltet nahezu alle Zuckerreste zwischen dem innersten 
N-Acetylglucosamin und dem Asparaginrest des Proteins. Da ein solches 
Oligosaccharid einem Molekulargewicht von ca. 1 kDa entspricht, kann die 
Glykosylierung eines Proteins bei entsprechender Auflösung des Gels 
nachgewiesen werden. 
Die Abb. 3.12 zeigt, dass die Mobilität von YB-1 im Gel nach PNGase F 
Behandlung nicht zunimmt, d.h. keine N-Glykosylierung vorliegt. Humanes YB-1 
aus Zelllysaten und Zellkulturüberständen LPS-stimulierter THP-1 Monozyten 
zeigt kein verändertes Migrationsverhalten, wenn es mit PNGase F behandelt 
wird. Im Gegensatz hierzu migriert IgG nach PNGase F-Verdau im Gel weiter 
als nicht-enzymatisch behandeltes IgG. Dieses Migrationsverhalten von 
enzymatisch behandeltem IgG deckt sich mit der Tatsache, dass IgG 
bekanntermaßen an zwei Stellen N-glykosyliert wird. 
Dieser Versuch belegt, dass YB-1 aus monozytären Zellen weder intrazellulär 
noch nach stimulierter Sekretion in das Medium glykosyliert vorliegt. 
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Abbildung 3.11: PNGase F-Verdau von YB-1 aus Zelllysaten und 
Zellkulturüberständen 
THP-1 Zellen werden für 4 h mit 5 ng/ml LPS stimuliert. Die Zelllysate, Überstände und 
100 ng IgG werden in Gegenwart (+) oder Abwesenheit (-) von 100 mU PNGase F 
über Nacht inkubiert und anschließend mittels 16 % SDS-PAGE (IgG) bzw. 10 % SDS-
PAGE (Lysate und Mediumüberstände) aufgetrennt und auf Nitro Zellulose übertragen. 
Der Western Blot wird mit Anti-IgG- bzw. anti-YB-1-Antikörper analysiert. 
 
 
3.9 Untersuchungen zum Sekretionsmodus von YB-1 
Brefeldin verstärkt die Sekretion von YB-1 
Brefeldin inhibiert den klassischen Sekretionsweg, indem es die Ausschleusung 
der Proteine aus dem endoplasmatischen Retikulum über eine Blockierung des 
Transportweges zwischen ER und cis-Golgi hemmt. In den mit 5 ng/ml für vier 
Stunden stimulierten MM6 Zellen bewirkt Brefeldin keine Inhibition, sondern 
sogar eine Induktion der YB-1 Sekretion. Dieser Effekt tritt sowohl bei Zugabe 
von 2 µg/ml, als auch bei Zugabe von 10 µg/ml Brefeldin ein (Abbildung 3.12). 
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Abbildung 3.12: Effekt von Brefeldin auf die YB-1-Sekretion in MM6 Zellen   
MM6 Zellen werden in einer Dichte von 1×106 Zellen/ml ausgesät und das Medium mit 
2 µg/ml bzw. 10 µg/ml Brefeldin oder mit 2 µl des Lösungsmittels Methanol 
konditioniert. Nach 45 Minuten werden die Zellen mit 5 ng/ml LPS stimuliert oder auch 
nicht stimuliert. Nach weiteren 4 Stunden wird das Medium mittels einer TCA-Fällung 
weiterverarbeitet. Die Proben werden anschließend in der SDS-PAGE aufgetrennt und 
mit  polyklonalem anti-YB-1-Antikörper detektiert.  
 
Monensin verstärkt die Sekretion von YB-1  
Monensin ist ebenfalls ein Inhibitor des klassischen Sekretionsweges, der den 
Transportweg zwischen cis- und trans-Golgi inhibiert. Das Zufügen von 5 oder 
30 µg/ml Monensin und 5 ng/ml LPS zu den Mono Mac 6 Zellen führt zu einer 
stärkeren Sekretion von YB-1, als diese durch 5 ng/ml LPS allein ausgelöst 
werden kann. Alleinige Zugabe des Lösungsmittels Ethanol bzw. von 5 µg/ml 
Monensin, bewirkt keine verstärkte Sekretion, so dass gezeigt werden kann, 
dass YB-1 nicht bloß aufgrund eines zelllysebedingten Effektes verstärkt aus 
der Zelle hinausgeschleust wird, bzw. der Effekt nicht durch das Lösungsmittel 
an sich bedingt ist (Abbildung 3.13).        
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Abbildung 3.13: Effekt von Monensin auf die YB-1-Sekretion in MM6 Zellen    
MM6 Zellen werden in einer Dichte von 1×106 Zellen/ml ausgesät und das Medium mit 
5 µg/ml bzw. 30 µg/ml Monensin oder mit 30 µl des Lösungsmittels Ethanol 
konditioniert. Nach 45 Minuten werden die Zellen mit 5 ng/ml LPS stimuliert oder auch 
nicht stimuliert. Nach weiteren vier Stunden wird das Medium mittels einer TCA-Fällung 
weiterverarbeitet. Die Proben werden anschließend in der SDS-PAGE aufgetrennt und 
mit anti-YB-1-Antikörper detektiert.  
 
Tubulin-abhängige Sekretion von YB-1 
Tubulozol hemmt die Sekretion von YB-1  
Für einige alternative Sekretionswege, wie zum Beispiel für MRP8/14 (Rammes 
et al., 1997), VP22 (Elliott and O'Hare, 1997) Galektin-3 (Sato et al., 1993; 
Lindstedt et al., 1993) und MIF (Flieger et al., 2003) wird ein Tubulin- 
abhängiger Ausschleusungsmechanismus beschrieben. Dabei hemmen 
verschiedene Inhibitoren, die auf die Tubulinpolymerisation wirken, wie zum 
Beispiel Nocodazol (MRP8/14, Galektin 3 und  MIF), Cytochalasin D (VP22) 
und Colchizin (MRP8/14), die Ausschleusung aus der Zelle. Um zu testen, ob 
YB-1 ebenfalls über einen Tubulin-abhängigen Weg aus der Zelle hinaus 
sezerniert wird, wird im YB-1 Sekretionsassay der Inhibitor Tubulozol 
eingesetzt. Die Sekretion von YB-1 wird bei mit 5 ng/ml LPS stimulierten MM6 
Zellen durch 0,1 µg/ml Tubulozol inhibiert (Abbildung 3.14).     
 
86
  
87 
 
 
 
 
Abbildung 3.14: Tubulozol hemmt die Sekretion von YB-1 in MM6 Zellen 
MM6 Zellen werden in einer Dichte von 1×106 Zellen/ml ausgesät und das Medium mit 
0,1 µg/ml Tubulozol oder 2 µl des Lösungsmittels DMSO konditioniert. Nach 45 
Minuten werden die Zellen mit 5 ng/ml LPS stimuliert oder auch nicht stimuliert. Nach 
weiteren vier Stunden wird das Medium mittels einer TCA-Fällung weiterverarbeitet. 
Die Proben werden anschließend in der SDS-PAGE aufgetrennt und mit anti-YB-1-
Antikörper detektiert.  
 
Effekt weiterer Tubulin-Inhibitoren auf die Sekretion von YB-1 
Um Genaueres über den Effekt der Tubulin-Inhibitoren auf den Sekretionsweg 
von YB-1 zu erfahren, werden weitere Inhibitoren getestet. Dabei wird je ein 
weiterer Inhibitor aus der Taxol-Gruppe und einer aus der Colchizin-Gruppe 
untersucht: Paclitaxel und Tubulozol gehören zu einer Substanzklasse, die 
Mikrotubuli (MT) stabilisieren (Correia et al., 2001). Colchizin hingegen ist eine 
das Mikrotubuli-Netzwerk depolymerisierende Substanz (Lin et al., 1981; 
Bombuwala et al., 2006). 
Zur Austestung der Wirkung weiterer Tubulin-Inhibitoren werden je 0,1 µg/ml 
Colchizin bzw. Paclitaxel zu dem Medium von THP-1 Zellen hinzugefügt. Nach 
45-minütiger Inkubationszeit werden die Zellen mit 5 ng/ml LPS für vier Stunden 
stimuliert. Als Negativkontrolle werden einmal gar keine Inhibitoren und Stimuli, 
bzw. Colchizin und Paclitaxel allein ohne Stimulus zu den Zellen hinzugefügt. 
Die Zugabe von Colchizin bewirkt keine Inhibition der Ausschleusung von YB-1 
aus den THP-1 Zellen. Sowohl die konstitutive Sekretion von YB-1 aus den 
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THP-1 Zellen als auch die durch LPS-induzierte Sekretion wird durch Zugabe 
von Colchizin sogar noch verstärkt (Abbildung 3.15). Paclitaxel hingegen führt, 
ähnlich wie es schon für Tubulozol beschrieben ist, zu einer deutlichen 
Reduktion der LPS-induzierten YB-1 Sekretion, die konstitutive Sekretion wird 
jedoch nicht beeinflusst (Abbildung 3.15).  
 
Abbildung 3.15: Effekt von Colchizin und Paclitaxel auf die Sekretion von YB-1 in 
THP-1 Zellen    
THP-1 Zellen werden in einer Dichte von 1×106 Zellen/ml ausgesät und das Medium 
mit 0,1 µg/ml Colchizin oder  0,1 µg/ml Paclitaxel konditioniert. Nach 45 Minuten 
werden die Zellen mit 5 ng/ml LPS stimuliert oder mit Lösungsmittel versetzt. Nach 
weiteren vier Stunden wird das Medium mittels einer TCA-Fällung weiterverarbeitet. 
Die Proben werden anschließend in der SDS-PAGE aufgetrennt und mit anti-YB-1-
Antikörper detektiert. 
 
Ionomycin stimuliert die YB-1 Sekretion  
Ionomycin, welches stimulierend auf die Ca2+-abhängige Exozytose wirkt, 
verstärkt in einer Konzentration von 1 µg/ml auch die YB-1 Ausschüttung 
(Abbildung 3.16). Dieser Effekt ist auch für andere nicht-klassisch sezernierte 
Proteine, wie zum Beispiel für MIF (Flieger et al., 2003), IL-1ß aus PBMC Zellen 
(Rubartelli et al., 1990) und Galektin-3 aus BHK und MDCK Zellen (Sato et al., 
1993; Lindstedt et al., 1993) beschrieben. Dieser Effekt lässt sich für YB-1 
sowohl für THP-1 Zellen als auch für die stabil transfizierten 
Rattenmesangialzellen beobachten. Interessanterweise wird in den 
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Mediumüberständen nach dem 32000 g Zentrifugationsschritt bei den 
Rattenmesangialzellen auch ein kleineres YB-1 Fragment bei 38 kDa 
angereichert (Abbildung 3.17).    
Abbildung 3.16:  Effekt von Ionomycin auf die YB-1 Sekretion in THP-1 Zellen  
Zellen werden in einer Dichte von 1×106 Zellen/ml ausgesät und das Medium mit 1 
µg/ml Ionomycin konditioniert. Nach 45 Minuten werden die Zellen mit 5 ng/ml LPS 
stimuliert oder mit Lösungsmittel versetzt. Nach weiteren vier Stunden wird das 
Medium mittels einer TCA-Fällung weiterverarbeitet. Die Proben werden anschließend 
in der SDS-PAGE aufgetrennt und mit anti-YB-1-Antikörper detektiert.  
 
Abbildung 3.17: Effekt von Ionomycin auf die YB-1-Sekretion in stabil mit p-TRE-
HA-YB-1 transfizierten Rattenmesangialzellen      
Stabil mit pTRE-HA-YB-1 transfizierte Rattenmesangialzellen werden in einer Dichte 
von 5×10 5 Zellen/µl in Sechslochplatten ausgesät und mit 1 µg/ml Ionomycin, mit 10 µl 
des Lösungsmittels DMSO oder mit gar keiner Substanz versetzt. Nach weiteren vier 
Stunden werden die Mediumüberstände abgenommen und mittels sequenzieller 
Zentrifugation weiterverarbeitet.  Das Zelllysat P1, die Überstände Ü1 und Ü3 der 
jeweiligen Zentrifugationsschritte und die Proben, in denen die vesikulären Strukturen 
angereichert werden (P3), werden schließlich auf einer SDS-PAGE aufgetrennt und 
mittels eines anti-HA-Antikörpers detektiert. P38 stellt ein kleineres YB-1 Fragment dar. 
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ATP stimuliert die Sekretion von YB-1 
Für verschiedene andere nicht-klassisch sezernierte Proteine, wie zum Beispiel 
für IL-1ß und Thioredoxin ist beschrieben, dass ATP in den Sekretionsprozess 
dieser Proteine involviert ist: So führt die Zugabe von 1 mM ATP bei aktivierten 
T-Zellen zu einer verstärkten Sekretion von Thioredoxin (Rubartelli et al., 1992). 
Auch für  die Ausschleusung von IL-1ß scheint ATP eine induzierende Rolle zu 
spielen, insbesondere dann, wenn die Zellen zuvor mit LPS stimuliert werden 
(Andrei et al., 1999). Für YB-1 zeigt sich im Bereich von 0,5 bis 5 mM ATP ein 
positiver Effekt auf die YB-1 Sekretion, womit  ATP an einer Stelle des 
Transportweges von YB-1 beteiligt ist (Abbildung 3.18). 
 
 
Abbildung 3.18:   ATP Inkubation stimuliert die YB-1-Sekretion in MM6 Zellen   
MM6 Zellen werden in einer Dichte von 1×106 Zellen/ml ausgesät und das Medium mit 
verschiedenen Konzentrationen an ATP versetzt. Nach vier Stunden wird das Medium 
mittels einer TCA-Fällung weiterverarbeitet. Die Proben werden anschließend in der 
SDS-PAGE aufgetrennt und mit anti-YB-1-Antikörper detektiert. 
Für IL-1ß ist beschrieben, dass ATP vor allem in Zellen, die zuvor schon für 
einige Stunden mit LPS stimuliert worden sind, eine Verstärkung der Sekretion 
bewirkt. Deshalb stellt sich die Frage, ob auch in Bezug auf die YB-1-Sekretion 
eine Veränderung des Sekretionsverhaltens zu beobachten ist, wenn zu für vier 
Stunden mit LPS vorstimulierten Zellen ATP für verschiedene Zeitabschnitte 
hinzugegeben wird. MM6 Zellen werden für 4 Stunden mit 5 ng/ml LPS 
stimuliert und je 5, 10 oder 30 Minuten lang bevor die Mediumüberstände 
abgenommen werden mit 500 µmol ATP kostimuliert. Die Kostimulation mit ATP 
führt innerhalb der ersten zehn Minuten zu einer weiteren Zunahme der YB-1- 
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Sekretion. Die 30-minütige Stimulation mit 500 µM ATP führt zu keiner weiteren 
Zunahme der YB-1-Sekretion. Dies ist am ehesten auf die kurze Halbwertzeit 
(15 Sekunden für ATP)  und den somit limitierten Effekt von ATP auf die MM6 
Zellen zurückzuführen. Im Anschluss nach 30 Minuten ist ein kostimulatorischer 
Effekt nicht mehr nachweisbar (Abbildung 3.19). 
 
 
Abbildung 3.19: Additiver Effekt von ATP auf die LPS-abhängige YB-1-Sekretion 
in MM6 Zellen     
MM6 Zellen werden für vier Stunden mit 5 ng/ml LPS inkubiert, und je 5, 10 oder 30 
Minuten bevor die Mediumüberstände abgenommen werden mit 500 µM ATP 
kostimuliert. Die Proben werden über eine TCA-Fällung weiterverarbeitet und in einer 
SDS-PAGE aufgetrennt. Detektiert wird mit einem anti-YB-1-Antikörper. 
 
Effekt von ABC1-Transporter-Inhibitoren 
Probenecid hemmt die Sekretion von YB-1  
Für verschiedene nicht-klassisch sezernierte Proteine wie zum Beispiel für IL-
1ß (Hamon et al., 1997) und MIF (Flieger et al., 2003) werden Mechanismen 
beschrieben, bei denen ABC-Transportproteine eine wichtige Rolle spielen. So 
ist die Sekretion von IL-1ß durch die Inhibitoren Glyburid, DIDS und 
Bromosulfophtalein inhibierbar, die Sekretion von MIF durch Glyburid, 
Probenecid und Verapamil. 
Im Folgenden werden auch für die Sekretion von YB-1 verschiedene ABC-
Transporterprotein-Inhibitoren wie Glyburid und Probenecid getestet. Es zeigt 
sich, dass Probenecid in einer Konzentration von 2 µM die Ausschleusung von 
YB-1 bei MM6 Zellen (Abbildung 3.20, oberer Blot) als auch bei THP-1 Zellen 
hemmt (Abbildung 3.20, unterer Blot).  
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Abbildung 3.20: Probenecid hemmt die Sekretion von YB-1 in MM6 (A) und THP-1  
(B) Zellen  
MM6 und THP-1 Zellen werden in einer Dichte von 1×106 Zellen/ml ausgesät und das 
Medium mit 2 µg/ml Probenecid oder mit 10 µl des Lösungsmittels DMSO konditioniert. 
Nach 45 Minuten werden die Zellen mit 5 ng/ml LPS stimuliert oder mit 10 µl Aqua 
dest. versetzt. Nach weiteren vier Stunden wird das Medium mittels einer TCA-Fällung 
weiterverarbeitet. Die Proben werden anschließend in der SDS-PAGE aufgetrennt und 
mit anti-YB-1-Antikörper detektiert.  
 
Glyburid hemmt die Sekretion von YB-1 in konzentrationsabhängiger 
Weise 
Auch der ABC-Transporterinhibitor Glyburid hemmt bei mit 5 ng/ml LPS 
stimulierten MM6 Zellen in konzentrationsabhängiger Weise ab einer 
Konzentration von 5 µM die Sekretion von YB-1 (Abbildung 3.21).    
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Abbildung 3.21: Glyburid hemmt in einer Konzentration von 5 ng/ml die 
Sekretion von YB-1  
MM6 Zellen werden in einer Dichte von 1×106 Zellen/ml ausgesät und das Medium mit  
2,5 µM oder 5 µM Glyburid oder dem Lösungsmittel DMSO konditioniert. Nach 45 
Minuten werden die Zellen mit 5 ng/ml LPS stimuliert oder mit 10 µl Aqua dest. 
versetzt. Nach weiteren vier Stunden wird das Medium mittels einer TCA-Fällung 
weiterverarbeitet. Die Proben werden anschließend in der SDS-PAGE aufgetrennt und 
mit anti-YB-1-Antikörper detektiert. 
 
Reserpin inhibiert die Sekretion von YB-1 
Reserpin hemmt die Aufnahme biogener Amine in Speichervesikel (Kanner et 
al., 1997). Auf die Ausschleusung von YB-1 von mit 5 ng/ml LPS stimulierten 
MM6 und THP-1 Zellen übt es ebenfalls einen hemmenden Einfluss aus 
(Abbildung 3.22). Dies gibt erste Hinweise darauf, dass eventuell auch im 
Sekretionsprozess von YB-1 vesikuläre Strukturen von Bedeutung sind.   
  
94 
 
 
 
 
Abbildung 3.22: Reserpin hemmt  die Ausschleusung von YB-1-Vesikeln in MM6 
Zellen (A) und THP-1 Zellen (B)     
MM6 Zellen (A) und THP-1 Zellen (B) werden in einer Dichte von 1×106 Zellen/ml 
ausgesät und das Medium mit 20 µg/ml Reserpin konditioniert. Nach 45 Minuten 
werden die Zellen mit 5 ng/ml LPS stimuliert oder mit 10 µl Aqua dest. versetzt. Nach 
weiteren vier Stunden wird das Medium mittels einer TCA-Fällung weiterverarbeitet. 
Die Proben werden anschließend in der SDS-PAGE aufgetrennt und mit anti-YB-1-
Antikörper detektiert. 
 
3.10 Hinweise auf proliferationsfördernde Funktionen von YB-1 im 
Extrazellulärraum   
Der Nachweis, dass YB-1 nicht nur intrazellulär, sondern auch extrazellulär im 
Medium von verschiedenen mit LPS stimulierten Zellen vorkommt, wirft neue 
Fragen auf. Eine Frage, die es zu beantworten gilt, ist die nach der funktionellen 
Relevanz des extrazellulären YB-1. Intrazelluläres YB-1 vermag intrazellulär als 
Transkriptionsfaktor Zellproliferation-assoziierte Gene wie Cyclin A und B1 und 
DNA-Polymerase-α hochzuregulieren. Intrazelluläres YB-1 führt also zu einer 
erhöhten Zellproliferationsrate. Solch erhöhte Zellproliferationsraten findet man 
im Rahmen von vielen glomerulären inflammatorischen Prozessen, bei 
mesangialen oder interstitiellen Zellen. 
Somit liegt es nahe zu testen, ob auch das extrazelluläre YB-1 einen Einfluss 
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auf die Zellproliferation nehmen könnte. Wir untersuchten DNA-Syntheseraten 
als Maß für die Zellproliferation. DNA-Syntheseraten korrelieren positiv mit der 
Zellproliferation, da eine Zelle bevor sie sich teilt ihre gesamte DNA replizieren 
muss. Zu diesem Zweck werden HK-2-und Rattenmesangialzellen zunächst für 
24 Stunden in Hungermedium inkubiert und anschließend wird in das Medium 
der Zellen rekombinantes YB-1 Protein in einer Konzentration von 0,1 µg/ml 
bzw. 1 µg/ml hinzugegeben. Als Positivkontrolle wird den Zellen 10%iges FKS 
hinzugefügt, da FKS zu einer erhöhten DNA-Syntheserate führt. Als 
Negativkontrolle wird den Zellen ein spezifisch gegen YB-1 gerichteter 
Antikörper gegeben. Dieser Antikörper dient dazu den Effekt des 
rekombinanten extrazellulären YB-1 aufzuheben. 
Um nun zu erkennen, ob das rekombinante YB-1 einen DNA-Synthese-
fördernden Effekt auf die Zellen hat, gibt man zu den Zellen 5-bromo-2`-
deoxyuridine (BrdU). Dieses entspricht einem Thymidin-Analogon und wird bei 
erhöhter DNA-Synthese verstärkt in die Zellen aufgenommen. Die Aufnahme 
des BrdU lässt sich durch Zugabe eines gegen das BrdU gerichteten 
Peroxidase-gekoppelten Antikörpers quantifizieren. Dabei wird die Peroxidase 
Aktivität der Zellen kolorimetrisch in einem ELISA-Reader bestimmt.  
Es zeigt sich, dass rekombinantes YB-1 in einer Konzentration von 1 µg/µl zu 
einer 90%igen relativen Zunahme der BrdU-Aufname in den HK-2 Zellen bzw. 
zu einer relativen  Zunahme der BrdU-Aufnahme von 40 % in den 
Rattenmesangialzellen führt, jeweils im Vergleich zu Kontrollzellen ohne 
Manipulation. Die Zugabe von fetalem Kälberserum führt zu einer 35%igen 
beziehungsweise 60%igen Zunahme der BrdU-Aufnahme in die Zellen. Um 
auszuschließen, dass der Effekt nicht „unspezifisch“ von einer LPS-
Kontamination ausgeht, wird untersucht, was die Zugabe von anti-YB-1- 
Antikörpern bewirkt. In den HK-2 Zellen bewirkt die Zugabe des anti-YB-1- 
Antikörpers eine deutliche Verminderung der BrdU-Aufnahme, wohingegen die 
BrdU-Aufnahme in den rMC Zellen ohne Stimulation mit FKS oder 
rekombinantem YB-1 nicht beeinflusst wird. Die Vorinkubation des 
rekombinanten YB-1 mit dem monoklonalen anti-YB-1-Antikörper führt in HK-2 
Zellen zu einer vollständigen und in den Rattenmesangialzellen zu einer 
75%igen Inhibition des stimulatorischen Effektes des rekombinanten YB-1 auf 
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die BrdU-Inkorporation (Abbildung 3.23). Zusammenfassend belegen die 
Ergebnisse einen proliferationsfördernden Effekt von rekombinantem YB-1 in 
Tubulus- und Mesangialzellen, wenn dies extrazelllulär zugegeben wird. 
 
Abbildung 3.23: Extrazelluläres YB-1 stimuliert die DNA-Synthese 
HK-2 (A) und Rattenmesangialzellen (B) werden für 24 h in Hungermedium inkubiert. 
Anschließend werden 0,1 µg/ml bzw. 1 µg/ml rekombinantes YB-1 oder, als 
Positivkontrolle, 10 % fetales Kälberserum oder, zur Hemmung der YB-1-Aktivität, anti-
YB-1-Antikörper zu den Zellen hinzugegeben. Im Anschluss wird die BrdU-Aufnahme 
bestimmt und die Peroxidase Aktivität der Zellen in einem ELISA-Reader gemessen. In 
der Abbildung aufgetragen sind die relativen BrdU-Aufnahmewerte, jeweils im 
Vergleich zu Kontrollzellen ohne Manipulation. 
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4 Diskussion 
 
Die vorliegende Doktorarbeit befasst sich mit der Sekretion von YB-1 aus 
primären Zellen und auch aus immortalisierten Zellsystemen. Eine Reihe von 
Belegen zeigt, dass YB-1 nach Stimulation der Zelle mit inflammatorischen 
Zytokinen über einen regulierten Prozess aus der Zelle ausgeschleust wird. 
Dabei findet sowohl eine konstitutive, als auch eine induzierte Sekretion aus der 
Zelle heraus statt.  
Nachdem wir festgestellt haben, dass bei Ratten, bei denen durch Injektion 
eines monoklonalen Antikörpers (OX-7) eine mesangioproliferative 
Glomerulonephritis induziert wird, YB-1 hochreguliert ist und im 
Extrazellularraum zu finden ist, folgen weitere Versuche, bei denen die 
Induktion der YB-1-Sekretion durch verschiedene Mediatoren von 
inflammatorischen Erkrankungen wie PDGF-BB und TGF-ß untersucht werden 
sollen.  
Um auszuschließen, dass die YB-1-Sekretion durch die artifizielle Struktur des 
HA-tag-Fusionsproteins zustande kommt, wird die Sekretion von endogenem 
YB-1 in Rattenmesangialzellen untersucht. PDGF-BB induziert in einer 
Konzentration von 20 ng/ml sowohl ein, als auch vier Stunden nach 
Stimulationsbeginn eine verstärkte Sekretion von YB-1 in 
Rattenmesangialzellen. 10 ng/ml PDGF-BB induziert die Sekretion des 
ebenfalls nicht-klassisch sezernierten Proteins basic fibroblast growth factors  
(bFGF) in humanen glatten Muskelzellen (Millette et al., 2005). TGF-ß induziert 
eine maximale Sekretion von YB-1 in einer Konzentration von 1 ng/ml. 
In MM6 Zellen und Mesangialzellen finden sich ähnliche intrazelluläre 
Verteilungsmuster von YB-1. In nicht stimulierten Mesangialzellen in vivo ist YB-
1 vorrangig nukleär lokalisiert, wird jedoch während des inflammatorischen 
Prozesses der Glomerulonephritis in das Zytoplasma der Zellen umverteilt (van 
Roeyen et al., 2005). Auch Immunfluoreszenzuntersuchungen an MM6 Zellen 
ergeben eine starke Umverteilung des in nichtstimulierten MM6 Zellen 
hauptsächlich nukleär lokalisierten YB-1 in das Zytoplasma.  
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Diese Beobachtungen zeigen sich auch für HMGB1, welches ebenfalls von der 
primären nukleären Lokalisation in das Zytoplasma umverteilt wird (Gardella et 
al., 2002).  
Ähnlich wie bereits für MIF und HMGB1 Zellen herausgefunden, führt die 
Stimulation von primären Makrophagen und immortalisierten Monozyten (MM6 
Zellen) mit LPS zu einer Sekretion von YB-1. Die höchsten Sekretionsraten für 
YB-1 werden bei MM6 Zellen mit einer Konzentration von 5 ng/ml LPS nach 4 
Stunden Stimulationszeit erreicht. In THP1-Zellen ist die YB-1-Sekretion nach 
30-minütiger Inkubation mit 5 ng/ml LPS maximal. In den MM6 Zellen ähnelt die 
Konzentrationskinetik und Zeitkinetik von MIF der Sekretion von YB-1. Bei 
THP1-Zellen jedoch werden maximale  Sekretionsraten für MIF mit 10 µg/ml 
LPS erreicht.  
Bei den THP1-Zellen erreicht die MIF-Konzentration im Überstand von mit 10 
µg/ml LPS stimulierten Zellen bereits nach 2 Stunden den höchsten Wert mit 
ca. 6fach erhöhter Ausschüttung, bleibt bis 6 Stunden LPS-Inkubation in etwa 
konstant und nimmt dann rasch bis 11 Stunden nach Stimulationsbeginn ab 
(Flieger et al., 2003). Auch IL-1ß wird nach 3 Stunden Stimulation mit LPS von 
Monozyten extrazellulär nachgewiesen. Dies erreicht nach 6 Stunden das 
Maximum, um dann wieder abzunehmen (Rubartelli et al., 1990). Die HMGB1-
Sekretion hingegen zeigt einen anderen Verlauf: HMGB1 wird nach 6 Stunden 
Stimulation mit LPS im Mediumüberstand entdeckt und ist auch 18 Stunden 
nach Stimulationsbeginn noch immer nachweisbar (Gardella et al., 2002). Die 
Tatsache, dass YB-1 bis zu 24 Stunden nach LPS-Zugabe noch im 
Mediumüberstand sowohl bei MM6 Zellen als auch bei THP1-Zellen 
nachweisbar ist, ähnelt somit der Sekretionskinetik von HMGB1. Der 
Sekretionspeak ähnelt dem von MIF und IL-1ß.  
Zunächst erscheint die Sekretion eines Proteins mit intrazellulären Funktionen 
bei der Gentranskription und Translation unerwartet.  
Allerdings wurde auch für andere Proteine, wie beispielsweise für HMGB1, 
welches zunächst als ein Protein mit intrazellulären Funktionen entdeckt wurde, 
ein Sekretionsprozess beschrieben. YB-1 teilt viele Gemeinsamkeiten mit dem 
high mobility group box protein-1 (HMGB1). HMGB1 ist ebenfalls ein in der 
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Evolution hochgradig konserviertes Protein, mit Aufgaben bei der Regulation 
der Transkription. Sezerniertes HMGB1 hat unter anderem die Funktion, ein 
später Mediator der inflammatorischen Immunantwort zu sein (siehe Einleitung). 
YB-1 ist vor allem im Kontext mit Krebserkrankungen, wie beispielswiese 
Brustkrebs, Lungen-, Magen-Darm- und Prostatakrebs untersucht, wobei eine 
schlechte Prognose im Zusammenhang mit einem erhöhten nukleären YB-1-
Expressionsmuster zu finden ist (Bargou et al., 1997). Kürzlich veröffentlichte 
Studien bestätigen die Relevanz von YB-1 bei inflammatorischen 
Erkrankungen, wie beispielsweise dem allergischen Asthma (Capowski et al., 
2001), glomerulären Erkrankungen (van Roeyen et al., 2005) oder 
fibrosierenden Erkrankungen (Dooley et al., 2006).  
Hinweise dafür, dass vesikuläre Struktuen in den Exportprozess von YB-1 
involviert sind, liefern die Ergebnisse mit sequentiellen Zentrifugationen. YB-1 
wird hierbei in der „P3“ Fraktion, die vesikuläre Strukturen enthält, 
nachgewiesen. Auch Versuche, bei denen die YB-1-Sekretion an MM6 Zellen 
durch Zugabe von Ionomycin bzw. Reserpin manipuliert wird unterstützen die 
These, dass vesikuläre Strukturen in den Transportprozess von YB-1 involviert 
sind. Ionomycin führt zu einer Erhöhung der intrazellulären 
Calciumkonzentration und unterstützt die Bildung vesikulärer Strukturen. Die 
Zugabe von Ionomycin  zu MM6 Zellen führt zu einem signifikanten Anstieg der 
YB-1-Sekretion sowohl bei mit LPS stimulierten als auch bei nicht stimulierten 
MM6 Zellen. 
Alternativ können die durch Zugabe von Ionomycin erhöhte 
Calciumkonzentrationen jedoch auch dazu führen, dass andere Signalkaskaden 
in der Zelle, die letztendlich den Export von YB-1 induzieren, aktiviert werden.  
Reserpin zerstört den elektrochemischen Gradienten, der für 
Transportprozesse in Vesikeln erforderlich ist. Somit weisen die Ergebnisse, 
dass die Zugabe von Reserpin zu MM6 Zellen die Sekretion von YB-1 hemmt, 
ebenfalls auf einen vesikulären Exportvorgang hin. 
Hiermit übereinstimmend sind Ergebnisse für IL-1ß, bei denen die Erhöhung 
des pH-Wertes in Lysosomen zu einer verminderten Sekretion von IL-1ß führt 
(Andrei et al., 1999). 
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In Zusammenschau aller nicht-klassisch sezernierten Proteine gibt es auch bei 
anderen Proteinen Hinweise darauf, dass vesikuläre Strukturen bei dem 
Transport aus der Zelle hinaus involviert sind: 
Bei HMGB1 haben elektronenmikroskopische Untersuchungen und 
biochemische Studien gezeigt, dass HMGB1 in speziellen Strukturen des 
lysosomalen Kompartments  gespeichert und über Exosomen aus der Zelle 
ausgeschleust wird (Gadella et al., 2002). Beim Export von IL-1ß werden 
ähnliche vesikuläre Strukturen in Erwägung gezogen (Andrei et al., 2004). Die 
oben genannten Untersuchungen bezüglich des Exportes von YB-1 geben  
erste Hinweise darauf, dass vesikuläre Strukturen in den Export von YB-1 
involviert sind. Diese können durch weitere Versuche, z. B. 
elektronenmikroskopische Untersuchungen, erweitert werden. Die immer 
wieder  in Versuchen entdeckten kleineren Fragmente von YB-1 legen die 
Frage nahe, inwieweit innerhalb solcher vesikulären Strukturen auch 
Prozessierungsprozesse stattfinden und was die Funktion solch kleinerer YB-1-
Fragmente außerhalb der Zelle sein könnte. 
Durch weitergehende Untersuchungen mit der Zugabe von Inhibitoren des 
klassischen, als auch des nicht-klassischen Sekretionsweges ergeben sich 
erste Hinweise darauf, dass YB-1 über einen nicht-klassischen und vom Golgi-
Apparat unabhängigen Weg die Zelle verlässt.  
Eine nicht-klassische Sekretion von Proteinen, die unabhängig vom 
endoplasmatischen Retikulum und Golgi-Apparat ausgeschleust werden, wurde 
das erste Mal vor über 15 Jahren beschrieben (Rubartelli et al., 1990). 
Verschiedene inflammatorische Mediatoren, wie beispielsweise IL-1ß, MIF, 
FGF-1 und HMGB1 werden als Substrate des oben genannten 
Sekretionsweges beschrieben (Nickel et al., 2003). Ihnen allen ist die 
Abwesenheit eines N-terminalen Signalpeptides, welches für den Tranport über 
das endoplasmatische Retikulum und trans-Golgi-Netzwerk nötig wäre, 
gemeinsam. Auch bei YB-1 ist solch ein Signalpeptid nicht vorhanden. Dies 
wurde über die SignalP 3,0 Datenbank bestätigt. Die Secretome P 
Datenbankanalyse gibt eine Wahrscheinlichkeit dafür, dass YB-1 außerhalb der 
Zelle vorkommt, von 73,3 % voraus. Für das nicht-klassisch-sezernierte Protein 
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MIF wurde ein ähnlicher Wert berechnet, wohingegen für HMGB1 ein Wert von 
6,6 % angegeben wurde, obwohl dies über einen ähnlichen Sekretionsweg die 
Zelle verlässt.  
Datenbankvorhersagen sind  alleine nicht aussagekräftig. Es müssen weitere 
Versuche unternommen werden, um zu klären, ob YB-1 über den nicht-
klassischen-Sekretionsweg aus der Zelle ausgeschleust wird.  
Weitere Hinweise auf einen nicht-klassischen Sekretionsprozess liefern 
Ergebnisse, bei denen YB-1 als nicht N-glykosyliert nachgewiesen wird. Bei N-
glykosylierten Proteinen werden im endoplasmatischen Retikulum (ER) 
Oligosaccharidketten an Asparaginreste geknüpft, die anschließend im Golgi-
Apparat modifiziert werden und als ca. 1 kDa schwere Modifikationen 
nachgewiesen werden können. Proteine, die über den klassischen 
Sekretionsweg aus der Zelle transportiert werden, liegen in der Regel 
posttranslational modifiziert vor. Auch für das nicht-klassisch sezernierte Protein 
MIF wurde gezeigt, dass dieses ebenfalls nicht N-glykosyliert wird (Flieger et 
al., 2003). Weitere wichtige Hinweise, dass YB-1 nicht-klassisch sezerniert wird, 
liefert die Tatsache, dass eine Zugabe der Inhibitoren des klassischen 
Sekretionsweges Brefeldin und Monensin zu einer Überinduktion der Sekretion 
von YB-1 führt. 
Brefeldin und Monensin sind Inhibitoren des klassischen Sekretionsweges  und 
es zeigt sich in vorhergehenden Untersuchungen, dass Brefeldin und Monensin 
die Sekretion der nicht-klassisch sezernierten Proteine IL-1ß und MIF sogar 
noch verstärkt (Rubartelli et al., 1990; Flieger et al., 2003). Ein zelltoxischer 
Prozess kann durch alleinige Zugabe der Lösungsmittel zu den Zellen 
ausgeschlossen werden. 
An dieser Stelle ergibt sich die Frage, was der Grund dafür sein könnte, dass 
YB-1 auf eine nicht-klassische Art und Weise sezerniert wird, bei der ER und 
Golgi-Apparat nicht involviert sind.  
In Bezug auf die vielfältigen, insbesondere intrazellulären Funktionen von YB-1 
könnte ein Grund für eine ER- und Golgi-Apparat-unabhängige Sekretion sein, 
dass auf diese Art und Weise verhindert wird, dass YB-1 mit anderen Proteinen, 
die im Rahmen ihres Ausschleusungsprozesses im ER lokalisiert sind, und 
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auch insbesondere mit der mRNA, die im ER translatiert wird, interagiert. Hinzu 
kommt, dass YB-1 ein in der Evolution hochgradig konserviertes Protein ist, 
welches bereits in prokaryoten Lebewesen vorhanden ist. Somit wäre es 
durchaus denkbar, dass dieses Protein auch in eukaryoten Zellen immer noch 
über einen, an den Export aus prokaryoten Zellen anknüpfenden, ER/Golgi-
Apparat-unabhängigen Weg aus der Zelle ausgeschleust wird.    
Für andere nicht-klassisch sezernierte Proteine wurden unterschiedliche 
Exportmechanismen und nicht nur ein einziger Transportweg aus der Zelle 
hinaus beschrieben. Bei IL-1ß und MIF sind ABC-Transporter in den 
Exportprozess involviert und Inhibitoren der ABC-Transporter wie 
beispielsweise Glyburid und Probenecid hemmen die Sekretion von IL-1ß und 
MIF (Flieger et al., 2003; Hamon et al., 1997). 
Auch die Sekretion von YB-1 wird in konzentrationsabhängiger Weise durch 
Glyburid und Probenecid gehemmt. Eine Frage ist, an welcher Stelle die 
ABCA1-Transporter genau in den Transportprozess von YB-1 involviert sind: So 
ist beschrieben, dass die ABCA1-Transporter regulatorisch am Transport von 
vesikulären Strukturen zwischen dem ER/Golgi-Apparat und der 
Plasmamembran beteiligt sind (Orso et al., 2000). Da der ABC-
Transportproteininhibitor Glyburid neben seiner Wirkweise auf ABCA1-
Transporter auch einen Einfluss auf ABCC7-Transporter besitzt (Becq et al., 
1997), und Probenecid auch Interaktionen mit verschiedenen ABCC-Proteinen 
zeigt (Ayrton et al., 2001), muss es Ziel weiterführender Untersuchungen sein, 
die Spezifität der ABC-Transporter auf die YB-1-Sekretion genauer zu 
untersuchen, indem weitere ABC-Transporterinhibitoren, wie zum Beispiel die 
ebenfalls spezifisch auf die ABC1-Transporter inhibierend wirkenden 
Substanzen BSP und DIDS, getestet werden. Unsere Ergebnisse zeigten für 
BSP eher einen stimulierenden Effekt auf die Sekretion von YB-1, der aber 
eventuell aber auch aufgrund einer erhöhten Zelltoxizität dieses Inhibitors 
zustande kommt (Daten nicht gezeigt). Auch die Verwendung von monozytären 
Zellen von ABCA1-knock-out-Mäusen wäre ein guter Ansatz, um mehr über die 
Interaktion von ABC-Transportern und den Sekretionsprozess von YB-1 zu 
erfahren. An dieser Stelle sei noch zu erwähnen, dass YB-1 in der Lage ist, die 
Translation von ABC-Transporterproteinen hochzuregulieren (Kuwano et al., 
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2003). Ob auch beim Sekretionsprozess von YB-1 ABC-Transporter vermehrt 
exprimiert werden und somit die Kapazität für die Ausschleusung von YB-1 
deutlich erhöht wird, bleibt Gegenstand weiterer Untersuchungen. 
Für verschiedene alternativ sezernierte Proteine wie Thioredoxin  und IL-1ß 
zeigte sich, dass deren Sekretion ein ATP-abhängiger Prozess ist (Rubartelli et 
al., 1992). Auch für die Sekretion von YB-1 zeigt sich, dass eine Erhöhung der 
extrazellulären ATP Konzentration bei zuvor für 4 Stunden mit 5 ng/ml LPS 
vorstimulierten  MM6 Zellen zu einer verstärkten YB-1-Sekretion führt. Im 
Gegensatz zu der IL-1ß Sekretion führt jedoch auch die alleinige Zugabe von 
ATP zu MM6 Zellen zu einer YB-1-Sekretion. Somit hat, im Gegensatz zu der 
IL-1ß-Sekretion, bei der ATP nur einen stimulierenden Effekt auf die Zellen hat, 
wenn diese zuvor mit LPS geprimed werden, ATP auch ohne Zugabe weiterer 
Stimuli einen fördernden Effekt auf die YB-1-Sekretion. Dieser Effekt ist auch 
nicht zelllysebedingt, wie durch Trypan-Blau-Färbungen und LDH- 
Aktivitätsmessungen bestätigt wird. Um einen zelllysebedingten Effekt von ATP 
auf die MM6 Zellen auszuschließen und eine aktive Sekretion von YB-1 zu 
gewährleisten, wurden für die Stimulation der MM6 Zellen eine niedrige ATP 
Konzentration von 500 µM und eine nur kurze Inkubationszeit von maximal 30 
Minuten gewählt. Bisherige Studien zeigten, dass ATP bei verlängerten 
Stimulationszeiten von über 30 Minuten und bei Konzentrationen über 3 mM 
zum Zelltod führt (Di Virgilio et al., 1998; Ferrari et al., 1997; Verhoef et al.,  
2003). Die Tatsache, dass eine 30-minütige ATP-Stimulation der MM6 Zellen zu 
keiner weiteren Sekretionsverstärkung von YB-1 führt, ist wahrscheinlich darauf 
zurückzuführen, dass ATP eine sehr kurze Halbwertszeit von 15 Sekunden 
besitzt und daher nach 30 Minuten schon abgebaut ist. 
An welcher Stelle ATP in den Sekretionsprozess von YB-1 eingreift, bleibt noch 
unklar. Ob, wie für die IL-1ß-Sekretion, P2X7 Rezeptoren an der Zellmembran 
involviert sind, oder ob die schon beschriebenen ATP-bindenden ABC-
Transporter hier die Hauptrolle spielen, oder ob durch ATP noch andere 
Signaltransduktionswege induziert werden, bleibt Gegenstand weiterer 
Untersuchungen.    
Für die nicht-klassisch sezernierten Proteine MRP8/14, VP22, Galektin-3 und 
MIF wird ein Tubulin-abhängiger Mechanismus aus der Zelle hinaus 
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beschrieben. Ob ein Zusammenhang zur Sekretion von YB-1 besteht, wurde 
mit ß-Tubulin-bindenden Substraten aus der Taxol- und der Colchizin-Gruppe 
untersucht. LPS-stimulierte MM6 bzw. THP1-Zellen, weisen eine verminderte 
YB-1-Sekretion auf, wenn sie mit Tubulozol und Paclitaxel inkubiert werden. 
Beides sind Tubulin-Inhibitoren aus der Taxol-Gruppe. Colchizin hingegen 
bewirkt in mit LPS stimulierten THP1-Zellen keine verminderte YB-1-Sekretion. 
Paclitaxel und Tubulozol stabilisieren Mikrotubuli, indem sie an diese binden 
und somit verhindern, dass sich α-oder ß-Untereinheiten von dem 
Mikrotubuligerüst ablösen. Es können jedoch weitere Untereinheiten an das 
Mikrotubuligerüst hinzugefügt werden, so dass das Mikrotubuligerüst wachsen 
kann (Correia et al., 2001). Colchizin hingegen bindet an das +-Ende der 
Tubulin-Untereinheiten und verhindert die Addition weiterer Tubulin-
Untereinheiten: Gleichzeitig bewirkt es eine vom anderen Ende der Tubulin-
Untereinheit ausgehende Depolymerisation (Bombuwala et al., 2006). 
Der Exportmechanismus von YB-1 ist also Tubulin-abhängig, wobei 
insbesondere eine verminderte Dynamik des Mikrotubulusapparates einen 
hemmenden Effekt auf die YB-1-Sekretion hat. 
Damit unterscheidet sich der YB-1-Export in Bezug auf seine Abhängigkeit von 
einem intakten Tubulin-Apparat von den anderen nicht-klassisch sezernierten 
Proteinen, für die ebenfalls ein Tubulin-abhängiger Sekretionsmechanismus 
beschrieben wurde, da diese durch Substrate aus der Colchizin-bindenden 
Gruppe, jedoch nicht durch Substrate aus der Taxol-bindenden Gruppe 
inhibierbar sind. So wird die Sekretion von MRP8/14, Galektin-3 und MIF 
beispielsweise durch Nocodazol, ein Substrat welches mit Colchizin um die 
Bindungsstelle an den Tubulinuntereinheiten kompetiert, gehemmt. Aber auch 
die anderen nicht-klassisch sezernierten Proteine unterscheiden sich 
untereinander sehr stark in Bezug auf die Konstellation der unterschiedlichen 
Tubulin-Inhibitoren, die einen hemmenden Effekt auf  die Sekretion bewirken, 
so dass von einem sehr individuellen und sehr komplexen Wirkmechanismus 
ausgegangen werden muss, der letztendlich zur Hemmung der Sekretion über 
den Tubulin-abhängigen Weg führt. Die Arbeitsgruppe Chernov et al. zeigte 
kürzlich, dass YB-1 mit Tubulin interagiert (Chernov et al., 2008).   
Erwähnenswert sei noch die Tatsache, dass nicht nur Vesikel sich entlang der 
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Mikrotubuli bewegen, sondern dass auch ER und Golgi-Apparat um das 
Mikrotubuli-Cytoskelett herum angeordnet sind. Daher führt die Verwendung 
von Inhibitoren des Tubulin-Systems eventuell auch zu einem Zusammenbruch 
obengenannter Strukturen, die in den klassischen Sekretionsweg von Proteinen 
involviert sind. So zeigte sich zum Beispiel für den Tubulin-Inhibitor Nocodazol, 
dass dieser häufig einen Zusammenbruch der typischen Golgi-Struktur bewirkt 
(Cole et al., 1996 ). Somit muss ausgeschlossen werden, dass der 
inhibitorische Effekt der Tubulin-Inhibitoren auf einem eher allgemeineren 
Mechanismus der Transportinhibition beruht, als spezifisch den Export eines 
einzelnen nicht-klassisch sezernierten Proteins zu hemmen.  
Nocodazol hemmt die Sekretion von klassisch sezernierten Proteinen, wie zum 
Beispiel von TNF. Allerdings wird die Sekretion von TNF in einem deutlich 
geringeren Maß und in einem viel engeren Konzentrationsbereich, als das für 
die Sekretion von MIF der Fall ist, gehemmt (Flieger, 2003). Somit wird für die 
Sekretion von MIF davon ausgegangen, dass Nocodazol zwar auch einen 
gewissen Einfluss auf den klassischen Sekretionsweg hat, dennoch auf eine 
spezifische Art und Weise auf den nicht-klassischen Sekretionsweg von MIF 
wirkt, da der MIF-Export nur von Nocodazol und von keinen anderen Inhibitoren 
der Colchizin oder Taxol-Familie beeinflusst wird und somit eine selektive 
Inhibition stattfindet. Die Tatsache, dass auch beim YB-1-Export nicht allgemein 
alle Tubulin-Inhibitoren, sondern nur Tubulozol und Paclitaxel einen 
hemmenden Effekt auf die Sekretion ausüben spricht ebenfalls für eine 
selektive Inhibition des nicht-klassischen Transportweges durch diese 
Inhibitoren. 
Das nicht-klassisch sezernierte Strukturprotein VP22 des Herpes Simplex 
Virus-1 (HSV-1) zeigt in VP22 exprimierenden Zellen ein filamentöses 
Verteilungsmuster. Ebenso führt die Zugabe von Cytochalasin D, ein Substrat, 
welches Mikrofilament-Strukturen zerstört, zu einer Hemmung der Sekretion 
von VP22. Dies zeigt, dass VP22 neben seinem intakten Tubulin-Netzwerk  für 
seine nicht-klassische Sekretion ein intaktes Aktin-Netzwerk benötigt (Elliott and 
O'Hare, 1997). 
Interessanterweise ist im Two-Hybrid-Screen und über Co-Immunpräzipita-
tionen nachgewiesen, dass YB-1 mit Aktin interagiert (Ruzanov et al., 1999). 
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Somit wäre es nahe liegend, dass auch das Aktingerüst in die Sekretion von 
YB-1 involviert ist. Weiterführende Versuche können dies durch Testung von 
Cytochalasin D aufklären.   
Vor dem Hintergrund, dass YB-1 intrazellulär im Zellzyklus die Regulation von 
Cyclin A, Cyclin B1 und DNA-Polymerase-α übernimmt (En-Nia et al., 2005; 
Jurchott et al., 2003), liegt die Vermutung nahe, dass YB-1 extrazellulär 
ebenfalls proliferationsfördernde Aufgaben übernimmt. Sowohl in Tubulus- als 
auch in Mesangialzellen wird durch Messung der BrdU-Aufnahme in die DNA 
direkt die DNA-Syntheseraten dieser Zellen quantifiziert. Die Ergebnisse 
belegen einen proliferationsfördernden Effekt von rekombinantem YB-1 in 
Tubulus- und Mesangialzellen, wenn dies extrazellulär zugegeben wird. Auch 
andere nicht-klassisch sezernierte Proteine wie beispielsweise HMGB1 üben 
extrazelluläre Funktionen aus. HMGB1 fördert die Differenzierung der 
sezernierenden Zelle selbst, wie auch in der Nachbarschaft gelegener Zellen 
(Passalacqua et al., 1997). 
Zusammenfassend zeigt sich für YB-1, dass es auch extrazellulär lokalisiert ist 
und dort  Funktionen übernimmt. Es stellt sich die Frage welche Rolle YB-1 
extrazellulär bei entzündlichen aber auch bei Krebserkrankungen zukommt. 
Denn es ist bekannt, dass die Expression von YB-1  bei verschiedenen 
Krebserkrankungen mit einem schlechteren Ausgang, beispielsweise mit 
frühzeitiger Metastasierung, korreliert (Shibahara et al., 2001).    
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5 Zusammenfassung 
 
Das hochkonservierte Y-box bindende Kälteschockprotein 1 (YB-1) vollführt 
viele intrazelluläre Funktionen, wie zum Beispiel die Regulation von 
Transkription und Translation über eine direkte Bindung an DNA und mRNA. 
Bei der mesangioproliferativen Glomerulonephritis wird die YB-1-Expression in 
mesangialen Zellen hochreguliert und das Verteilungsmuster von YB-1 richtet 
sich nicht mehr an Zellgrenzen aus. 
Um zu klären, ob YB-1 aus den Zellen in einem aktiven Prozess freigesetzt 
wird, werden mesangiale Zellen, die ein HA-YB-1 Fusionsprotein exprimieren, 
und die monozytäre Mono Mac 6 Zelllinie als Modellsysteme ausgewählt. 
In dem mit verschiedenen Zytokinen, wie zum Beispiel PDGF-BB und TGF-ß, 
konditioniertem Medium der mesangialen Zellen werden innerhalb von ein bis 
vier Stunden nach Stimulationsbeginn konzentrationsabhängig Volllängen-YB-
1, sowie Fragmente hiervon nachgewiesen. 
Bei LPS-stimulierten MM6 Zellen wird, ebenfalls nach 4 Stunden, über einen 
Zeitrahmen von 24 Stunden YB-1 im konditionierten Medium detektiert. Dabei 
haben LPS-Konzentrationen von weniger als 0,1 ng/ml oder mehr als 10 ng/ml 
LPS keinen stimulierenden Effekt auf die YB-1-Sekretion. Der ermittelte LPS-
Konzentrationsbereich stimmt mit dem für MIF überein. Eine gleichartige 
Sekretion wird nach LPS- Stimulation primärer Monozyten beobachtet. 
Durch verschiedene Zentrifugationsschritte, die dazu dienen, im Zellüberstand 
vorhandene vesikuläre Strukturen im Zentrifugationspellet anzusammeln, zeigt 
sich, dass YB-1 in diesen vesikulären Strukturen vorhanden ist. 
Auch eine verstärkte Sekretion von YB-1 durch erhöhte intrazelluläre 
Kalziumkonzentrationen und eine Inhibierung der Sekretion durch Reserpin 
sprechen für einen Ausschleusungsprozess von YB-1 über Vesikel. 
Für eine nicht-klassische Sekretion von YB-1 sprechen die folgenden Befunde: 
YB-1 besitzt kein klassisches Signalpeptid, die Sekretion wird durch Inhibitoren 
des klassischen Sekretionsweges, wie Monensin und Brefeldin, gefördert und 
YB-1 wird posttranslational nicht N-glykosyliert. Für die Sekretion von YB-1 ist 
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ein intaktes Tubulin-Netzwerk nötig. Tubulozol und Paclitaxel, beides die 
Dynamik der Mikrotubuli einschränkende Substanzen, hemmen die YB-1- 
Sekretion. 
Inhibitoren des ABC-Transportersystems wie Glyburid und Probenecid hemmen 
die Sekretion von YB-1. Ebenfalls führen erhöhte extrazelluläre ATP-
Konzentrationen zu einer verstärkten Sekretion. 
Zusammenfassend belegen die Ergebnisse, dass YB-1 über einen nicht-
klassischen Sekretionsweg sezerniert wird. ABC-Transporter sind hierbei 
beteiligt. YB-1 Protein wird in vesikulären Strukturen angereichert und unter 
Umgehung von ER und Golgi-Apparat aus der Zelle ausgeschleust. 
Extrazelluläres rekombinantes YB-1 führt in mesangialen Zellen und humanen 
tubulären epithelialen Zellen zu einer Erhöhung der DNA-Syntheserate. Somit 
wird YB-1 erstmalig als extrazellulärer Mediator mit potentieller Bedeutung bei 
der Vermittlung von Zellteilungsprozessen beschrieben. 
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7 Abkürzungen 
 
Abb. Abbildung 
ABC1 
Transporter 
ATP binding cassette Transporter 
Ak Antikörper 
AP-2 Aktivierendes Protein 
APS Ammoniumpersulfat 
ARM Arginin rich motif: Arginin-reiches Motif  
ATP Adenosintriphosphat 
Aqua dest. Destilliertes Wasser 
BafA1 bafilomycin 
BHK-Zellen Baby hamster kidney cells: Nierenzellen von Babyhamstern 
Bp Basenpaare 
BrdU 5-Bromo-2`-Desoxyuridin 
BSA Bovine serum albumine: Rinderalbumin 
BSP Bromosulfalein 
c-myc Zelluläres menschliches Myelocytomatose Epitop 
Ca2+ Ionisiertes Calcium 
CaCl2 Calciumchlorid 
cDNA Komplementäre DNA 
CK Casein Kinase 
CO2 Kohlendioxid 
CS Cold shock: Kälteschock 
CSD Cold shock Domäne: Kälteschockdomäne 
Csp Cold shock protein: Kälteschockprotein 
C-Terminus Carboxy-Terminus 
CTCF Multivalentes Zink-Finger-Protein 
DAPI 4`6-Diamidino-2-phenylindoldihydrochlorid 
DbpB DNA-binding protein B  
DHFR Dihydrofolatreduktase 
DH-VD3 1,25 Dihydroxyvitamin D3 
DIDS 4,4`Diisothiocyanostilben-2,2`-disulfonat 
DMEM Dulbeccos Modified Eagle Medium 
DMSO Dimethylsulfoxid 
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DNA Desoxyribonuclein acid: Desoxyribonukleinsäure 
DTT Dithiothreitol 
eIF4E Eukaryotic translation initiation factor 4E 
E. coli Escherichia coli 
ECL Enhanced chemiluminescence 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
EGTA Ethylenglycol-bis-(aminoethylether)-N,N,N`,N`-tetraessigsäure 
EGFR Epidermal growth factor receptor: epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor 
ELISA Enzyme linked immunosorbent assay: enzymgekoppelter  
Immunadsorptionstest 
En Engrailed homeoprotein 
ER Endoplasmatisches Reticulum  
FCS Fetal calf serum: Kälberserum FKS 
FGF Fibroblast growth factor: Fibroblasten Wachstumsfaktor 
FRG-1 Protein, welches durch das FSHD region gene 1 kodiert wird 
g Gramm 
GFP Grün fluoreszierende Protein 
GM-CSF Granulocyte-macrophage-colony-stimulating factor 
grp 78 glucose-regulated protein 78 kDa 
h Stunde 
H2SO4 Schwefelsäure 
HA Hämagglutinin 
HASPB hydrophiles acetyliertes Oberflächenprotein B 
HCL Chlorwasserstoff: Salzsäure 
HER-2 Humaner epidermaler Rezeptor 2 
HEPES Hydroxyethylpiperazin-N2-Ethan-Sulfonsäure 
HIV Immunodeficiency virus: Humanes Immundefizienz-Virus 
HLA Human`s leucocytes`antigene: Humanes Leukozyten-Antigen 
HMGB high mobility group box: Hoch-mobile Gruppen-Box 
HSP Hitzeschockprotein 
HTLV Human-t-cell-lymphotropic virus type: humanes-T-Zell lymphotropes Virus 
Typ  
IL-1ß Interleukin-1ß 
IPTG Isopropylthiogalactopyranosid 
ICE Interleukin converting enzyme 
IFN-γ Interferon-γ 
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Ig Immunglobulin 
IL Interleukin 
JC-Polyomavirus JC: Initialen des Patienten, bei dem das Virus 1971 erstmalig isoliert wurde 
K+ Kalium 
KCl Kaliumchlorid 
KOH Kaliumhydroxid 
kDa Kilodalton  
kb Kilobasen 
LiCl Lithiumchlorid 
LB-Medium Luria Bertani Medium 
LDH Laktatdehydrogenase 
LPS Lipopolysaccharid 
MDCK Zellen Madin Darby Canine Kidney cells: Epithelzellen aus der Hundeniere 
mdr Multiple drug resistance gene: Medikamenten-Resistenz-Gen 
Mg2+ Magnesium 
MgCl2 Magnesiumchlorid 
MgSO4 Magnesiumsulfat 
MHC Major histocompatibility complex: Großer Histokompatibilitätskomplex  
MIF Makrophagen-migrationsinhibierender-Faktor 
min Minute 
MMP Matrix-Metalloproteinase 
MM6 Mono Mac 6 Zellen 
mRNA Messenger-RNA 
Mrp Multiple resistence protein: Multiresistenz-Protein 
NaCl Natriumchlorid 
NADH Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid Hydrogen 
NaOH Natronlauge 
NE Nukleäres Extrakt 
NP-40 Nonidet-P40 
NLS Nuclear localisation sequenz: nukleäre Lokalisationssequenz 
N-Terminus Amino-Terminus 
P Pellet 
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PBMC Peripheral blood mononuclear cells: periphere mononukleäre Blutzellen 
PBS Gepufferte Kochsalzlösung 
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PBS-CM Phosphat-gepufferte Kochsalzlösung mit Calcium- und Magnesiumchlorid 
PCR Polymerase chain reaction: Polymerase-Kettenreaktion  
PDGF Plateled derived growth factor: Plättchen-Wachstumsfaktor 
iPLA independent phospholipase: Calcium unabhängige Phospholipase 
cPLA calcium dependent phospholipase: Calcium abhängige Phospholipase 
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid 
PNGase F Peptid N-Glykosidase F 
RANTES regulated on activation, normal T cell expressed and secreted 
RAW-Zellen Mouse leukaemic monocyte macrophage cell line: Mausmakrophagen 
RIPA Radio-immunoprecipitation assay  
rMC Ratten-Mesangialzellen 
RNA Ribonukleinsäure 
RNase Ribonuklease 
RNP Ribonukleinprotein-Motiv 
rpm rotations per minute: Rotationen per Minute 
RPMI Roswell Park Memorial Institute 
RSV Rous-Sarkom-Virus 
r-YB-1 Rekombinantes YB-1 
S Supernatant: Überstand 
SDS Natriumlaurylsulfat 
S-MEM Medium Eagles minimum essential medium mit Spinner Salzlösung  
SOD Superoxiddismutase 
SRp30c Serin-Arginin-reicher Spleiß-Faktor 
SV 40 Simian Virus 40 
TAR Trans activation response element  
TAT Transactivator of transcription: Aktivator der Transkription 
TCA Trichloroacetic acid: Trichloressigsäure 
TEMED N;N;N`;N`-Tetramethylethylendiamin 
TE Puffer Puffer aus Tris und Ethylendiamintetraessigsäure 
THP1 Human acute monocytic leukemia cell line 
TGF-ß Transforming growth factor: transformierender Wachstumsfaktor 
TNF Tumor-Nekrose-Faktor 
Tris 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol 
Tris-HCL Tris-(hydroxymethyl)-aminoethan 
TRITC Tetramethyl-Rodamin-Isothiocyanat: Roter Fluoreszenz-Farbstoff 
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Trx Thioredoxin 
TTBS Tris-gepufferte Salzlösung/Tween-20 
U/l Units/Liter: Einheiten/Liter 
U/m Umdrehungen pro Minute 
UV Ultraviolett 
VEGF vascular endothelial growth factor: vaskulärer endothelialer 
Wachstumsfaktor 
VNTR Variable number tandem repeats 
v/v Volumen/volumen: (Volumenprozent) 
w/v Gewicht/Volumen: (Gewichtprozent) 
xg Vielfaches des Erdbeschleunigung 
YB-1 Y-Box bindendes Protein-1 
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Ein ganz besonderer Dank gilt auch Frau Sonja Djudjaj, die mir während ihres 
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Seite stand, in dieser Zeit erreichten wir gemeinsam viele gute für die 
Dissertation relevante Ergebnisse.  
Ebenso ein besonderer Dank gilt meinem damaligen Mitdoktoranden Dr. med. 
Th. Rauen, der mich überhaupt erst auf die Idee brachte in der Inneren Klinik II 
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gute Hilfestellungen bei der experimentellen Arbeit, jedoch auch beim 
Verfassen der Dissertation gab. Ein weiterer herzlicher Dank gilt auch Dr. med. 
Björn Frye, der sich ebenfalls intensiv mit dem Thema der Sekretion 
auseinandergesetzt hat und ohne dessen Einsatz oben genannte 
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Veröffentlichung sicher gar nicht erst zustande gekommen wäre.  
Auch bei weiteren Mitdoktoranden und Mitarbeitern, die die Zeit im Labor durch 
ihren Humor, ihre Hilfe und tatkräftige Unterstützung  zu einer wertvollen Zeit 
gemacht haben, wie beispielsweise Phillip Mühlenberg, Sandra Martinkus, 
Sabrina Thieltges und Hanna Knott möchte ich mich ganz herzlich bedanken. 
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Dissertation unterstützt und begleitet haben, vor allem meinen Eltern Michael 
und Mechthild Halfter, meiner Schwester Verena Halfter und meinem Freund 
Lars. 
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